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^ (54) Title: ORGANOMETALLIC ANTI-TUMOUR AGENT 

2 (54) Bezeichnung: MEIALLORGANISCHES ANTITUMORMnTEL 
TJ- 

(57) Abstract: The invention relates to complexes of general foimula D2-M-T, wherein D represents a p-diketone. M represents a 
metal atom and T represents a substance comprising at least one group containing N, O or S. The invention also relates to the use of 
said complexes as anti-tumour agents. 

^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifFt Komplexe der allgemeinen Formel D2-M-T, wobei D ein p-Diketon. 
^ M ein Metallatom und T eine Substanz mit mindestens einer N-, O- oder S-enthaltenden Gruppe darstellt, sowie deren Verwendung 
als Antitumormittel. 
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Metallorganisches Antitumormittel 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Komplexe der atlgemeinen Formel 

D2 - M - 

wobei 

D ein ifi?-Diketon, M ein Metallatom und T eine Substanz mit mindestens 
einer O- oder S-enthaltenden Gruppe darstellt, sowie deren 

Verwendung als Antitumormittel. 

In Deutschland erkranken jahrlich 300.000 Menschen an Krebs und etwa 
jeder funfte Deutsche stirbt an einer Tumorerkrankung, eine Zahl, die 
zweifelsohne in den nachsten Jahren zunehmen wird. Etwa 55 % aller 
Krebspatienten werden mit einer noch ortlich begrenzten Tumorerkrankung 
diagnostiziert, wahrend bei den restlichen 45 % eine bereits 
fortgeschrittene, metastasierende Tumorerkrankung vorliegt. Viele 
Krebserkrankungen konnen jedoch durch rechtzeitige Diagnostik und 
Therapie geheilt werden. Grundsatzlich gibt es verschiedene 
Therapieformen, um Krebs zu behandeln. Hauptziel einer jeden 
Krebstherapie ist dabei jedoch immer die maximale Zerstorung und 
Entfernung aJler TumorzelJen bei moglichst geringer Schadigung des den 
Tumor umgebenden normalen Gewebes. 

Ortlich begrenzte Tumorerkrankungen werden vorwiegend durch lokale 
TherapiemaRnahmen, wie Chirurgie und Strahientherapie, behandelt. Bei 
der Chirurgie wird der Primartumor durch eine Operation moglichst 
vollstandig entfernt, wahrend die Tumorzellen im Primartumor mit Hilfe der 
Strahlentherapie durch gezielte Bestrahlung abgetotet werden. Angriffsort 
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der Bestrahlung ist die im Zellkern jeder Zelle befindliche DNA. Die 
Bestrahlung fuhrt zu einer Vjelzahl von DNA-Schaden, die nicht mehr 
vollstandig von zelleigenen Enzymen repariert werden konnen. Als Folge 
davon leitet die Zelle den programmiert durchgefiihrten Zelltod ein. In 
weiteren Schritten werden die geschadigten Zellen aufgelost und die dabei 
entstehenden Fragmente werden vom Immunsystem des Korpes abgebaut. 

Ortlich begrenzte Tumorerkrankungen konnen sich jedoch (iber die Lymph- 
und Blutbahnen ausbreiten. Haben sich schon Metastasen in anderen 
Organen des Korpers angesJedelt, so reichen dle^ lokalen 
There piemafSnahmen alleine nicht nnehr aus, urn die weitere Ausbreitung 
der Tumorerkrankung zu stoppen. In diesen Fallen muss die Behandlung 
den gesamten Korper umfassen, was durch eine Chemotherapie erreicht 
werden kann. Bei der Chemotherapie werden gezielt Substanzen, namlich 
Zytostatika, verabreicht, welche das Wachstum von Tumorzellen hemmen 
und somit die Tumorzellen abtoten. Zu den bekannten Zytostatika zahlen 
Antimetabolite, Topoisomerase-Hemmer, aikylierende Wirkstoffe und 
pflanzliche Alkaloide. Obwohl alle Zytostatika eine Hemmung des 
Tumorzellwachstums bewirken, sind die den verschiedenen Zytostatika 
zugrundeliegenden Wirkprinzipien vollig verschieden. Ein mSglichst groBes 
Spektrum von Zytostatika mit unterschiedlichen Wirkprinzipien ist fur die 
Behandlung der verschiedenen Tumorerkrankungen von entscheidender 
Bedeutung, da jede Tumorerkrankung anders ist und eine spezifische Art 
der Behandlung benotigt. Trotz der groSen AnzahJ der bisJang bekannten 
Zytostatika konnen bislang noch nicht alle Tumorerkrankungen therapiert 
werden. Daher besteht immer noch ein fortwahrendes Interesse an der 
Entwicklung neuartiger Zytostatika. 

Der vorliegenden 'Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, neuartige 
Komplexe zu schaffen, welche Zytostatika mit hoher Antitumorwirksamkeit 
und breitem Wirkungsspektrum gegenuber einer Vielzahl von 
Tumorerkrankungen darstellen. 
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Diese Aufgabe wurde erfindungsgemaB durch Bereitstellung eines 
Komplexes der allgemeinen Fqrmel 



D2 - M- T 



gelost, wobei 

D ein JS-Dlketon darstellt, 

M ein Metallatom, ausgewahit aus der Gruppe, bestehend aus Cr, Cu, 

Mn, Fe, Ni, Co, Zn und Mo darstellt, 
T eine Substanz mit mindestens einer O- oder S-enthaltenden 

Gruppe darstellt und 
wobei M mit T in einer Elelctronen-Donor-AI<zeptor-Wechselwirkung steht 
und M inn Konnplex eine freie Koordinationsstelle aufweist. 

Der erfindungsgemalSe Komplex bildet eine neue Klasse von 
monoknstalUnen, rnetallorganischen Komplexverbindungen mit tetragonal- 
bipyramidaler Geometric. Das Metallatom M des erfindungsgemaf2>en 
Komplexes befindet sioh im Zentrum der tetragonalen Bipyramide. Die 
beiden zweizahnigen yff-Dilcetonliganden D nehmen jeweils mit iliren beiden 
Komplex-bildenden Sauerstoffatomen die vier aquatorialen Positionen der 
tetragonalen Bipyramide ein. Eine der beiden axialen Positionen der 
tetragonalen Bipyramide ist durch die Substanz T besetzt, wobei das N- 
bzw. O- bzw. S-Atom der N- bzw. O- bzw. S-enthaltenden Gruppe der 
Substanz T als Komplex-bildendes Atom dient und in einer Elektronen- 
Donor-Akzeptor-Wechselwirkung mit dem Metallatom M steht. An der 
anderen axialen Position der tetragonalen Bipyramide befindet sich eine 
freie Koordinationsstelle. Die freie Koordinationsstelle am Metallatom M des 
erfindungsgemalSen Komplexes ermoglicht eine spezifische 
Wechselwirkung mit anderen Molekulen, wie z.B. mit Sauerstoff, 
Stickoxiden oder einer molekularen Bindungsstelle auf der Oberflache von 
Target-Zellen etc. 
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Strukturelle Untersuchungen konnten zeigen, dass das Metallatom M des 
erfindungsgemafSen Komplexes etwa 2 A von seiner idealen Position in der 
tetragonalen Bipyramide in RicJitung der Substanz T abweicht. Dadurch 
nimmt die Elektronen-Donor-Akzeptor-Wechselwirkung zwischen dem 
IVI eta II atom M und der Substanz T den Charakter einer Doppelbindung an. 
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass zwei der vier aquatorialen 
Positionen etwas in Richtung des Metallatoms verlagert sind, wahrend die 
anderen beiden aquatorialen Positionen etwas von dem Metallatom entfernt 
angeordnet sind. 

Das )ff-Diketon D des erfindungsgemalSen Komplexes ist dadurch 
ausgezeichnet, dass seine dreidimensionale Struktur (i) eine optimale 
Chelatbildung mit dem Metallatom M an dessen aqultorialen 
Koordinati.onsstellen ermoglicht und (ii) die Elektronen-Donor-Akzeptor- 
Wechseiwirkung zwischen der Substanz T und dem Metallatom M nicht 
stort, Vorzugsweise ist das jff-Diketon jedoch ausgewahit aus der Gruppe, 
bestehend aus Acetylaceton und dessen hoheren Alkylanalogen, 
Dibenzoylmethan und Diethyldithiocarbamin. 

Das Metallatom M des erfindungsgemalien Komplexes ist ausgewahit aus 
der Gruppe, bestehend aus Cr, Cu, Mn, Fe, Ni, Co, Zn und Mo. Uberdies 
ist das Metallatom M dadurch gekennzeichnet, dass es eine tetragonal- 
bipyramidale Anordnung der Ugandan D und T ermoglicht, wobei eine 
axiale Koordinationsstelle des Metallatoms frei bleibt. Besonders 
bevorzugte Metallatome M sind Cu und Mn, 

Die Substanz T des erfindungsgemaBen Komplexes weist mindestens eine 
O- Oder S-enthaltende Gruppe auf, die uber das N- bzw. O- bzw. S- 
Atom eine Elektronen-Donor-Akzeptor-Wechselwirkung mit dem Metallatom 
M an einer der axlalen KoordinationssteJlen von M eingeht. Dabei wirkt das 
N- bzw. O- bzw. S-Atom der Substanz T als Elektronendonor und stellt 
dem Metallatom M als Elektronenakzeptor ein freies Elektronenpaar zur 
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Verfugung. Vorzugsweise weist die Substanz T mindestens eine NHj-, 

O- Oder S-enthaltende Gruppe auf. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform der Erfindung weist die Substanz T bereits eine 
Antitumorwirksamkeit auf und ist ausgewahit aus der Gruppe, bestehend 
aus 2,4-Dihydroxy-5-fluorpyrimidin, 5-Fluor-1 -{tetrahydro-2-furyl)-uracil, 2- 
[Bis-{2-chloretliyl)-aminol-tetrahydro-2H-1 ,3,2-oxazephosphorin-2-oxid, 
1 ,2-lmidopropy/saureamfd (Leacadin), 2-Hydroxyrnethy)-5-hydroxy-K- 
pyrone, 2,4,6-Trimethylpyridin, 2,4,6-Tri-2-pyridyI-1 ,3,5-triazin, 4-[Bis-(2- 
chlorethyl)-annino]-L-phenylalanin (iVlelphalan), 2-(3-Pyridyl)-piperidin, 2-2'- 
Bipyridin, 2-Methyl-(5-trimethyl-fautyl-1-i'l-ol-3)-pyrldin, 2-l\/?e thy I- (3- 
dimetliyI-amino-1 -propinyD-pyridin und 2-Methyl-5-ethylen-pyridin. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst der 
erfindungsgemaBe Komplex Kupfer als zentrales Metallatom 
Acetylaceton oder ein hoheres Alkylanaloges desselben als )ff-Diketon D 
und eine Substanz, ausgewahit aus der Gruppe, bestehend aus 2,4- 
Dihydroxy-5-f luorpyrimidin, 5-Fluor-1 -{tetrahydro-2-furyi)-uracil, 2-[Bis-(2- 
chlorethyl)-amino]-tetrahydro-2H-1 ,3,2-oxazephosphorin-2-oxid, 1,2- 
Imidopropylsaureamid, 2-Hydroxymethyl-5-hydroxy-K-pyrone, 2,4,6- 
Trimethylpyridin, 2,4,6-Tri-2-pyridyl-1 ,3,5-triazin, 4-[Bis-(2-chlorethyl)- 
amino]-L-phenylalanin, 2-(3-Pyridyl)-piperidin, 2-2'-Bipyridin, 2-Methyl-{5- 
trimethyl-butyl-1-il-ol-3)-pyridin, 2-l\/lethyl-(3-dimethyi-amino-l-propinyl)- 
pyridin und 2-Methyl-5-ethylen-pyridin als Substanz T. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst der 
erfindungsgemaBe Komplex Mn als zentrales Metallatom M, Acetylaceton 
Oder dessen hohere Alkylanaloga als )S-Diketon D und eine Substanz, 
ausgewahit aus der Gruppe, bestehend aus 2,4,6-Trimethylpyridin, 2,4,6- 
Tri-2-pyridyl-1 ,3,5-triazin, 2-2'-Bipyridin, 2-(3-Pyridyl)-piperidin, 1 ,2- 
Imidopropylsaureamid und 4-[Bis-(2-chlorethyl)-amino]-L-phenylalanin als 
Substanz T. 



wo 03/004014 




PCT/EP02/07299 



- 6 " 



Es hat sich nun iiberraschenderweise gezeigt, dass der erflndungsgennaSe 
Komplex eine neue Klasse. von Zytostatika mit ausgezeichneter 
Antitumorwirksannkeit bildet. Stellt die Substanz T in einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Komplexes bereits ein 
Antitunnormittel dar, wurde festgestellt, dass der erfindungsgemafSe 
Komplex eine im Vergleich zu der darin entlialtenen Substanz T stark 
erhohte Antitumorwirksannkeit zeigt. Zudem weist der erfindungsgemaSe 
Komplex immunmodulatorische und antiproliferative Eigenschaften sowie 
eine anti-angiogene Wirksamkeit auf und besitzt eine gegenuber 
herkommlichenAntitumormittelnstarkerhohteHydrolysestabllitat, wodurch 
er in weiten Bereichen der Tumorbekampfung einsetzbar ist. Des Weiteren 
konnte festgestellt werden, dass der erfindungsgemade Komplex keine 
Arzneimittelresistenz hervorruft und unter bestimmten Bedingungen in der 
Lage ist, Apoptose und Angiogenese bei Krebszellen herbeizufuhren. 

Besonders bevorzugt wird im Rahmen der Erfindung der Komplex aus 
Kupfer Oder Mangan, Acetylaceton und 4-[Bis-(2-chlorethyl)-amino]-L- 
Phenylanalin (Melphalan), im Folgenden als MOC-Melphalan bezeichnet. Die 
durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass sich diese Substanz 
uberwiegend im Tumorgewebe anreichert, katalytisch Fragmente von 
Proteinrezeptoren auf der Membranoberflache oxidiert und damit 
Metastasierungsprozessen vorbeugt. Die Substanz verfiigt weiter uber 
immunmodulierende Wirkungen iiber die Regulation des Verhaltnisses 
Theip/Tsupr ^nd beeinflusst die Bildung von spezifisohen Antikorpern. Die 
Substanz ist chemisch stabil und hat eine lang anhaltende Wirkung. Von 
besonderer Bedeutung ist, dass die Substanz die Blut-Hirn-Schranke 
uberwindet und damit die Behandlung von Gehirntumoren ermoglicht. 
AuSerdem wird keine Arzneimittelresistenz erzeugt. Untersuchungen am 
Adenokarzinom, Sarkom, Leukamiezellen, Melanomund Nierenzellkarzinom 
(RENCA) ergaben eine im Vergleich zu Melphalan weit uberlegene 
Wirksamkeit. 
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Hinsichtlich des Wirkungsmechanismus dieser besonders bevorzugten 
Substanz wird angenommen, dass sie den Stickstoffmonoxidgehalt und die 
Ca-lonenkonzentrationen in den Tumorzellen zu regulieren vermag. Durch 
"Absaugung" der Ca^"**-lonen aus den Tumorzellen wird der 
Glykolyseprozess inhibiert und damit die Funktion ihrer Mitochondrien 
beeintrachtigt. Bei der Rekombination der aktiven Formen des Sauerstoffs 
entstehen durch MOC-Melphalan Bedingungen, die zur Zerstorung der 
Tumorzellen unter Mithilfe der Makrophagen - die mit NO beladen sind - 
fuhren. AufSerdem wirkt die Substanz auf die Genexpression durch 
Eindringen in den Kern der Tumorzellen, zerstort dadurch den Zellkern und 
inhibiert die Proliferationsaktivitat. SchliefSlich wurde festgestellt, dass sie 
auch eine zweischichtige Kapselbildung des Tumors hervorruft, wobei die 
innere Schicht aus fettahnlichen Zellen besteht. Hierdurch wird die 
Nahrstoffversorgung des Tumors zusatzlich unterdruckt und gegebenenfalls 
ein gezielter chirurgischer Eingriff ermoglicht. 

Eine weitere besonders bevorzugte Substanz aus den erfindungsgemaBen 
Komplexen ist der Komplex von Kupfer-Acetylacetonat mit Tegafur: 
Cu(C5H702)2-C8H903N2F - MOCTegafur. 

Die entscheidenden Nachteile von Tegafur [5-Fluoro-1-(tetrahydro-2-'furyl)- 
uracil sind die kurze Wirkdauer, die nur zu einer Unterdruckung der 
Synthese von Nukleinsauren fuhrt, und die schlechte Loslichkeit in Wasser. 
Trotz seiner niedrigen Toxizitat ILD50 l3etragt 650 mg/kg) zeigt das Praparat 
eine starke WIrkung auf die Blutbildung und ruft Leukopenie, 
Thrombozytopenie und Anemie hervor, Es reichert sich in hohen 
Konzentrationen im Gehirngewebe an und ruft Diarrhoe und Stomatitis 
hervor. Das Praparat Tegafur darf nicht bei Nieren- und Leber-Krankheiten 
(im terminalen Zustand), bei Blutungen und bei einem Gehalt an 
Leukozyten- und Thrombozyten unter 3-10^/1 angewendet warden. Die 
Anwendung des Tegafurs Ist begrenzt bei der Behandlung von Dunn- und 
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Dickdarmtumoren, rezidiven Magentumoren, sowie bei Mamma- und 
Eierstockkarzinom. 

Die erflndungsgemaSe Kombination des Molekuls Tegafur mit dem Kupfer- 
Acetylacetonat-Molekul fuhrt zu einer neuen chemischen Verbindung, die 
diese zahlreichen Nachteile nicht aufweist. Der metallorganische Kompiex 
MOC Tegafur verfugt uber ein breites Spektrum an antitumorwirkenden, 
antimetastasierenden und immunregulierenden Eigenschaften. Es ist eine 
wasserlosliche Substanz mit prolongierender Wlrkung, und es ruft keine 
Arzneiresistenz im Organismus hervor. Ein weiterer entscheidender yjorteil 
ist die therapeutische Dosierung des Praparates MOC Tegafur (Dosierung 
von 5 mg/kg Korpergewicht). Bei Tegafur allein betragt diese nur 2,1 mg. 
Auch MOC-Leacadin (Cu/Mn(acac)2-Leacadin) zelgt die bei MOC-Melphalan 
nailer besclnriebenen Wirkungen wie "Absaugung" der Ca^"^-lonen, 
Zerstorung der Mitochondrien in Tumorzellen usw. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft demzufolge 
eine pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend wenigstens einen 
erfindungsgemaSen Kompiex. Die pharmazeutische Zusammensetzung 
kann einen einzigen erfindungsgemalSen Kompiex oder eine Kombination 
aus mehreren erfindungsgemalSen Komplexen als Wirkstoff enthalten. Des 
Weiteren kann die pharmazeutische Zusammensetzung gegebenenfalls dem 
Fachmann hinreichend bekannte, herkommlich verwendete 
pharmazeutische Zusatzstoffe enthalten, wiez.B. physiologisch vertragliche 
Tragersubstanzen, Verdunnungsmittel und Hilfsmittef. 

Die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammensetzung kann in einer 
topisch, parenteral, intravenos, intramuskular, subkutan oder transdermal 
verabreichbaren Form vorliegen und kann mit Hilfe von herkommlichen, im 
Stand der Technik gut bekannten Verfahren hergestellt werden. 
Vorzugsweise wird die erflndungsgemaSe pharmazeutische 
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Zusammensetzung in Form von Tabletten oder als intravenose Injektion 
bzw. Infusion hergestellt. 



Die erfindungsgemaSe pharmazeutische Zusammensetzung wird zur 
Behandlung von Tumoren eingesetzt. Die Bezeichnung "Tumor", wie hierin 
verwendet, umfasst jede ortliche Zunahme des Gewebevoiumens sowie 
Zellen, bei denen die normale Wachstumsregulation nicht mehr greift und 
die ungeregelte Zeliteilung stattfindet. Das heiBt im weitesten Sinne jede 
lol<alisierte Anschwellung durch Odem, al^ute und chronische Entzundung, 
aneurysmatische Erweiterung und entzundlich bedingte Organschwellung, 
sowie im engsten Sinne eine gewebiiche Neubildung (z.B. Gewachs, 
Blastom, Neoplasie) in Form eines spontanen, verscliiedengradig 
enthemmten, autonomen und irreversiblen Oberschusswachstums von 
korperelgenem Gewebe, das in der Regel mit unterscfniedlich ausgepragtem 
Verlust spezifischer Zell- und Gewebefunktionen verbunden ist. Beispiele 
ftir Tumorerkrankungen, die mit Hilfe der erfindungsgemafSen 
pharmazeutischen Zusammensetzung behandelt werden konnen, umfassen 
Darmkrebs, Hirntumor, Augentumor, Pankreaskarzinom, 
Harnblasenkarzlnom, Lungenkrebs, Brustkrebs, Ovarialtumor, 
Gebarmutterkrebs, Knochentumor, Gallenblasen-und Gailengangskarzinom, 
Kopf-Hals-Tumor, Hautkrebs, Hodenkrebs, Nierentumor, Keimzelltumor, 
Leberkrebs, Leukamie, maiignes Lymphom, Nerventumor, Neuroplastom, 
Prostatakrebs, Weichteiltumor, Speiserohrenkrebs sowie Karzinome bei 
unbekanntem Primartumor. 

Die Bezeichnung "Behandlung von Tumoren", wie hierin verwendet, 
umfasst wenigstens eines der foigenden Merkmale: eine Linderung der mit 
der Tumorerkrankung verbundenen Symptome, eine Verrfngerung des 
AusmaBes der Tumorerkrankung (z.B. eine Reduktion des 
Tumorwachstums), eine Stabilisierung des Zustandes der Tumorerkrankung 
(z-B. eine Inhibierung des Tumorwachstums), eine Verhinderung einer 
weiteren Ausbreitung der Tumorerkrankung (z.B. eine IVIetastasierung), eine 
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Verhinderung des Auftretens oder Wiederauftretens einer 
Tumorerkrankung, eine Verzogerung oder Verlangsamung des Verlaufs der 
Tumorerkrankung (z.B. eine Reduktion des Tumorwachstums) oder eine 
Verbesserung des Zustandes der Tumorerkrankung {z.B. eine Verkleinerung 
des Tumors). 

Vorzugsweise wird die erfindungsgemaSe pharmazeutische 
Zusammensetzung einem Patienten mit einer Tumorerkrankung in einer 
Menge verabreicht, die ausreichend ist, um eine Beliandlung des 
entsprechenden Tumors zu erzielen. Die zu verabreichende Menge der 
pharmazeutischen Zusammensetzung hangt dabei von mehreren Faktoren 
ab, wie z.B. der Wahl des erfindungsgemaSen Komplexes {Spezifitat, 
Wirksamkeit etc.), der Art der Verabreichung (Tablette, Injektion, Infusion 
etc.), der Art und dem AusmaS der Tumorerkrankung und dem Alter, 
Gewiclit und Allgemeinzustand des Patienten, und kann ohne weiteres von 
einem Fachmann auf dem Gebiet der Tumorerkrankung unter 
BerCicksichtigung der oben genannten Faktoren bestimmt werden. 
Vorzugsweise werden die erfindungsgemaBen Komplexe jedoch im Bereich 
von 1 //g/kg Korpergewicht des Patienten bis 5 mg/kg Korpergewicht des 
Patienten, vorzugsweise von 1 //g/kg Korpergewicht des Patienten bis 0,5 
mg/kg Korpergewicht des Patienten und besonders bevorzugt von 10//g/kg 
Korpergewicht des Patienten bis 0,1 mg/kg Korpergewicht des Patienten, 
verabreicht. 

Die Verabreichung der erfindungsgemaSen pharmazeutischen 
Zusammensetzung erfolgt topisch, parenteral, intravenos, intramuskular, 
subkutan oder transdermal. Vorzugsweise wird die pharmazeutische 
Zusammensetzung in Form von Tabletten oder als intravenose Injektion 
bzw. Infusion verabreicht. In einzelnen Fallen kann auch eine geziette 
Einspritzung der pharmazeutischen Zusammensetzung in Korperhohlen oder 
uber einen Katheter in die BlutgefaSe der Tumorregion bzw. des Organs, in 
dem der Tumor sitzt, erfolgen. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die 
Verwendung eines erfindungsgemalSen Komplexes zur Herstellung einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Tumoren. 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern in 
Verbindung mit den Abbildungen der beigefugten Zeichnung. 

In den Zeichnungen stellen dar: 

Abb. 1: Black-Linie-Maus mit Melanom B-16 nach Behandlung 
mit MOC-Melphalan, Tumorgewicht 0,3 g 

Abb. 2: Black-Linie-Maus mit Melanom B-16, Kontrollgruppe, 
Tumorgewicht 3, 1 5 g 



Abb. 3: DNS-Elektrophorese von Black-Linie-Mausen mit 
IVIelanom B-16 
2 MOC'Melphalan 
4 Kontrollgruppe 
1, 3 Referenzsubstanzen 



Abb. 4: WIrkung der Substanz MOC-Melphalan auf die 
Kapselbildung des Tumors Me}anom B-16 (lOO-fache 
VergroBerung) 

1 Parenchymfettzellen 

2 epithelahnliche Zellen 

3 GefaS 

4 Tumorgewebe 

Abb. 5: Tumor Melanom B-16 in der Kontrollgruppe {lOO-fache 
VergroBerung) 

1 Muskelfaserpakete 

2 GefaB 
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Abb. 6; zeigt die praventive Wlrkung der Substanz 
MOC-Melphalan auf den Tumor AKATON: 
Tumormasse und -volumen nach 4-maliger intrayenoser 
Appllkation von M O C -M e I p h a I a n vor 
Tumorimplantation 



Abb. 7: zeigt ein Elektropherogramm der DNA von Zeden des 
Sarkom S-180 unter Einfluss der Substanz 
MOC-Melphalan in einer Dosierung von 0,05 mg/10® 
Zellen 

2 MOC-Melphalan, Inkubationszeit 40 Minuten 
5 MOC-Melphalan, Inkubationszeit 60 Minuten 
7 Kontrollgruppe 
1 , 3, 4, 6 Referenzsubstanzen 



Abb. 8: Bildung der doppelschichtigen HCille zwischen 
bosartigem und gesuridem Gewebe durch die Wirkung 
der Substanz MOCTegafur 

Abb. 9: Bildung von Hohlraumen in den Zellen unter Einwirkung 
der Substanz MOCTegafur 

Abb. 10: Wirkung der Substanz MOC-Tegafur auf die 
Kapselbildung des Tumors Melanom B-16 
(VergroSerung 40 x 40): 

1 epithelahnliche Zellen mit Anzeichen von 
Degradation 

2 Zellen der Muskeifasern 

3 Tumorgewebe 
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Abb. 1 1 : Wirkung der Substanz MOC-Melphalan auf die 
Kapselbildung des Tumors Melanom B-16 
(Vergr5l5erung: 10 x 10): 

1 Parenchymfettzellen 

2 epithelahnliche Zellen 

3 GefaB 

4 Tumorgewebe 

Abb. 12: Tumor Melanom B-16 bei Tieren der Kontrollgruppe 
(VergroSerung 10 x 10) 

1 Gewebebundel der Muskein 

2 Gefa&e 



Beispiele 

Beispiel 1; HersteHung eines erfindungsgemaEen Komplexes am Beispiel 
von (C5H702)2-Cu-Ci3HieCl2N202 

a) Synthese von Cu(C5H702)2 

Zu einer Losung von 20,4 g CuCI x 2H2O in 125 ml Wasser wurden 25 ml 
frisch destllliertes CgHgOs, gelost in 50 ml Methanol, unter standigem 
Ruhren gegeben. Dann wurde eine Losung aus 20 g Natriumacetat In 75 ml 
Wasser zu dieser Mischung gegeben. Das so erhaltene Gemisch wurde im 
Wasserbad bis zum Sieden erhitzt und anschlieBend auf Zimmertemperatur 
abgekuhlt. Das gebildete Cu(C5H702)2 wurde aus Methanol auskristailisiert. 
Einige Stunden nach der vollstandigen Auskristallisation wurden die blauen 
Cu(C5H702)2-Kristaile abfiltriert, mit Wasser gewaschen und bei einer 
Temperatur von 80 und einem Druck von 6 mm Hg vakuumgetrocknet. 
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b) Synthese des Komplexes (CsH702)2-Cu-Ci3Hi8Cl2N202 
Zu 0,01 Mol Cu {C5H702)2 in 20 ml Losungsmittel wurden unter standigem 
Ruhren 20 ml einer 0,02 molaren Losung aus C^aH^aCljNaOg (4-(Bis(2- 
chlorethyl)-amino]-L-phenylalanin) gegeben. 

Variante 1 : Das GlasgefaS mit der so erhaltenen Losung wurde mit einem 
Polyethylenverschluss abgedichtet und fur einige Tage zur langsamen 
Auskristallisation an einem dunklen Ort gelagert. Nach einigen Tagen 
wurden die grOnen (C5H702)2-Cu-Ci3H,8Cl2N202-Kristalle abget;rennt und 
mehrere Male mit einem Losungsmittel von physikalisch anhaftenden 
Ci3Hi8Cl2N202-Molekulen gereinigt. Danach wurden die {C5H702)2-Cu- 
Ci3HigCl2N202-Kristalle an der Luft getrocknet. 

Variante 2: Die so erhaltene Losung wurde in einem Rotationsverdampfer 
verdampft, wobei das Losungsmittel unter Vakuumbedingungen (6 mm Hg) 
bei einer Temperatur von 40 °C abgesaugt wurde. Die grun gefarbten 
(C5H702)2-Cu-Ci3H^8Cl2N202-Kristalle wurden aus dem Glaskolben 
entnommen, mit Losungsmittel gereinigt und an der Luft getrocknet. 

Beispiel 2: Hydrolysestabiiitat der erfindungsgemaKen Komplexe am 
Beispiel von (C5H702)2-Cu-Ci3H,8CI^N202 

I. Hydrolysestabiiitat in Wasser oder physiologischer Kochsalzlosung 
0,6 g (C5H702)2'-Cu-Ci3Hi8Cl2N202 wurden mit HKfe eines 
Uitraschailgenerators (Frequenz: 15 kH, 10 Minuten) in 100 ml Wasser 
Oder physiologischer Kochsalzlosung dispergiert. Die so erhaltene Losung 
war uber einen Zeitraum von 30 Tagen bei 20 °C stabil und zeigte in 
diesem Zeitraum keine Hydrolyse. 
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II. Hydrolysestabilitat in Olivenol 

0,6 g (C5H702)2-Cu-Ci3Hi8Cl2N202 wurden mit Hilfe eines 
Ultraschaligenerators (Frequenz: 15 kH, 10 Minuten) in 100 ml 100 %- 
igem Olivenol dispergiert. Die so erhaltene Losung war iiber einen Zeitraum 
von mehr als 2 Jahren bei 20 °C stabil und zeigte keine Hydrolyse. 

III. Hydrolysestabilitat in Linolsaure oder Linolensaure 

0,1 g (C5H702)2"Cu-C,3H,8Cl2N202 wurden mit Hilfe eines 
Ultraschaligenerators (Frequenz: 15 kH, 10 Minuten) in 100 ml JLinolsaure 
Oder Linolensaure dispergiert. Die so erinaltene Losung wies eine hellgrune 
Farbe auf und war an der Luft bei 20 °C iiber einen Zeitraum von 1 Jahr 
stabil. 

Beispiel 3: Antitumorwirksamkeit der erfindungsgemaHen Komplexe 

1)10 Mausen der Linie Balb, welche ein Adenokarzinom enthielten, wurde 
Cu{acao)2M intraabdominal in einer Dosis von 5 mg/kg in 0,3 ml 
physiologischer Kochsalzlosung verabfolgt. Zur Kontrolle wurden 10 
weitere Mause der gleichen Art mit dem gleichen Tumor ohne Behandlung 
bestimmt. Bei den Kontrollmausen wurde ein durchschnittliches 
Tumorgewicht von 3,60 g festgestellt, bei den behandelten Mausen betrug 
das durchschnittliche Tumorgewicht 0,3 g. In der nachfolgenden Tabelle 1 
sind die Ergebnisse bei den erfi.ndungsgemaS behandelten Mausen 
angegeben mit Gewicht und Gr6l2»e des Tumors. Im Vergleich zur 
Kontrollserie ergibt sich daraus eine 91,9 %-ige Hemmung des Tumors. 
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Tabelle 1 



Mause 


Gewicht des Tumors in 
g 


Grofle des Tumors 
cm 


1 


0 


0 


2 


0 


0 


3 


0,35 


0,2 X 0,2 X 0,2 


4 


1,13 


1,4 X 0,7 X 0,6 


5 


0,8 


0,8 X 0,8 x" 0,5 


6 


0 


0 


7 


0 


0 


8 


0 


0 


9 


0,49 


0,3 X 0,2 X 0,2 


10 


verendet 





Die nachstehende Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der Kontrollserie 
unbehandelter Mause mit ebenfalls Gewicht und GroSe des Tumors 
angegeben. Das durchschnittliche Gewicht des Tumors betrug 3,60 g. 
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Tabelle 2 



Mause 


Gewichts des Tumors in 

g 


GroSe des Tumors 

cm 


1 


1.61 


1,6 X 1,0 X 0,7 


2 


1,69 


2,5 X 2,0 X 0,8 


3 


6,48 


3,6 X 2,5 X 1,6 


4 


2,93 


3,0 X 1,0 X 0,7 


5 


3,75 


3,5 X 1 ,5 x'0,7 


6 


2,56 


3,1 x 1,0 x 1,7 


7 


3,69 


3,0 x 2,0 X 1,0 


8 


5,22 


3,0 X 2,5 X 1,0 


9 


4,85 


3,0 X 2,0 X 1,0. 


10 


3,23 


2,6 X 1,5 X 1,0' 



2. Antitumoraktivitat bei Adenokarzinom und intravenoser Verabreichung 

(viermal in physiologischer Kochsalzlosung) 

Die Ergebnisse zeigt die nachstehende Tabelle 3. 

Tabelle 3 



Praparate 


Dosis des 
Praparates 


Anzahl der 
Tiere 


Masse 
des 

Tumors g 


% der 
Hemmung 


(Cu(acac)2M 


5 mg/kg 


6 


0,9 


80 


Kontrolle 




6 


4,4 





3. Antitumoraktivitat bei Adenokarzinom, wefcher nach Verabreichung des 
Praparates verpflanzt wurde. 
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Tabelle 4 



Praparate 


Dosis des 
Praparates 


Anzah) der 
Tiere 


Masse des 
Tumors g 


% der 
Hemmung 


AusmaB 
des 

Tumors in 


% der 
Hemmung 


Cu{acac)2 
M 


5 mg/kg 


6 


0.91 


80 


1.38 


82,5 


Kontrolle 




6 


4,46 




7,9 





Der erfindungsgemalSe Wirkstoff wurde in physiologischer Kochsalzlosung 
von je 0,3 ml in der in der Tabelle angegebenen Dosierung 4 Tags 
hintereinander intravenos verabreicht. Danach wurde den Balb-Mausen des 
Adenokarzinom eingepflanzt. 21 Tage nach Verpflanzung des Tumors 
wurden die Tiere getotet und Gewicht und GrolSe des Tumors registriert. Im 
Verlauf des Versuchs erhielten die Tiere keine sonstigen Arzneimittel und 
wurden bei normaler Futterration gehalten. Die Ergebnisse zeigen, dass der 
erfindungsgemaSe Wirkstoff sich im Organismus aniagern kann und uber 
eine prolongierende Wirkung verfugt. 

4. Antitumoraktivitat bei Sarkom C-180 

In der nachstehenden Tabelle 5 sind die Ergebnisse von Versuchsreihen 
dargestellt, bei denen der angegebene Wirkstoff intraperitoneal in 
physiologischer Kochsalzlosung in der angegebenen Dosierung verabreicht 
wurde. 



Tabelle 5 



Praparat 


Dosis des 
Praparates 


Anzahl der 
Tiere 


Masse des 
Tumors g 


% der 
Hemmung 


Culacac}2M 


5 mg/kg 


6 


Kein Tumor 


100 


Melfalan 


5 mg/kg 


10 


2,4 ± 1,1 


49 


Kontrolle 




10 


2,8 
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5. Wirksamkeit bei Leukamie . 

Die therapeutische Wirksamkeit wurde an Leukamietumorstammen L-1 2 1 0, 
P-388 und speziell auf Medikamentenresistenz erzielten Stammen P-388 
untersucht. Die Lebensdauer der Tiere wurde dabei mit 60 Tagen 
angesetzt. Medikamenten-resistente Tumor wurden erhalten durch 
aufeinanderfolgende Verpflanzung der Leukamie P-388 mit Asciteszellen, 
welche Mausen entnommen wurden, die mit Rubomyzin {Stamm P388/ph), 
Vinkristin {P388/vcr) und Zisplastin {P388/cPt) behandelt worden waren. 

Die Resistenz gegenuber den genannten Praparaten stellte sich bei der 8- 
ten, 6-ten und 4-ten Generation ein. Die Untersuchungen ergaben, dass die 
Stamme P388/ph und P388/vcr uber einen Phenotyp und einen Genotyp 
mit multifaktorieller Medikamentenresistenz verfugten. 

Die Ergebnisse zeigen die nachfo/genden Tabellen 6, 7 und 8, 

5a. Leukamie L-1210 

Inokulum: 10^ Zellen in 0,2 ml physioiogischer Kochsalzlosung, Mause: 
BDFi, Weibclien 1 9-21 g. Die Praparate wurden intraabdominos verabfolgt. 

Nach Transplantation des Tumors wurde den Tieren die Substanz 
MOC-Meiphalan intraabdominal in einer Dosierung von 5 mg/kg in 0,3 ml 
10 %-iger Twin-80-L6sung an den Tagen 1 bis 7 verabreicht- Die Wirkung 
der Substanz wurde anhand der Lebensdauer und der 
Gewichtsveranderung der Tiere beurteilt {Tabelle 9). Die Beobachtungszeit 
betrug 60 Tage. 
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Tabelle 6 



Prgparat 


Einmalige 

Dosis 

mg/Icg 


Regime 
der 

Verabfol- 
gung Tage 


Anzahl der 
Tiere fm 
Experi- 
ment 


% der 
Oberleben- 
den Tiere 


Verande- 
rung des 
Gewichts 

g 


Lebens- 
dauer der 
Tiere im 
Versuch 
(Tage) 


Cu{acac)2 
M 


5 


1-7 


6 


100 


-1.5 


> 60 


Kontrolle 


5 


1-7 


6 


0 


+ 0,7 


8,5 



5b. Leukamie P-388 



Inokulum: 10® Zellen in 0,2 ml physiologischer Kochsalzlosung. M§use: 
BDFi- Weibchen 19-21 g 

Nach Transplantation des Tumors wurde den Tieren die Substanz 
MOC-Melphalan intraabdominal in einer Dosierung von 5 mg/kg in 0,3 ml 
10 %-iger Twin-80-L6sung an den Tagen 1 bis 7 verabreicht. Die Wirkung 
der Substanz wurde anhand der Lebensdauer und der 
Gewichtsveranderung der Tiere beurteilt (Tabelle 7), 

Tabelle 7 



Praparat 


Ein- 


Regime 


Anzahl 


Anzahl 


Durch- 


Zunahme 


Veran- 




malige 


der Ver- 


der Tiere 


der 


schnittl. 


der 


derung 




Dosis 


abfol- 


im Ex- 


Tiere, 


Lebens- 


durch- 


des Ge- 




mg/kg 


gung 


periment 


die bis 


dauer, 


schnittl. 


wichtes 






Tage 




zum 60. 


Tage 


Lebens- 


in g 










Tag 




dauer % 












uberlebt 
















hatten 








Cu(acac)2M 


5 


1-7 


6 


0 


16,8 


56,0 


-2,5 


Kontrolle 






6 


0 


10,8 




+ 1,6 



Die Praparate wurden intraabdominal verabfolgt. Cu(acac)2M war in 10 % 
Twin 80 aufgelost. 
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Tabelle 8 



Stamm 


Praparat 


Dosis 
mg/kg 


Regime (Tage 
nach der 
Verpflanzung) 


ILS %* 


Anzahl der 
uberlebenden 
Tiere/Anzahl der 
Tiers in der Gruppe 


P-388** 

o.S. 

{Aus- 

gangs- 

stamm) 


Cu(acac)2M 


5 


1-7 


56 




10 


1,5,9 


419 


5/6 


10 


1,7 


465 


4/6 


15 


1.7 


447 


5/6 


Medikamentenresistente Tumore 


P388/ph 


Cu(acac)2M 


5 


1-7 


189 


2/6 


P388/vcr 


5 


1-7 


516 


5/6 


P388/cPt 


5 


1-7 


193 





mittlere prozentuale Uberlebenszeit 
Bei der ILS-Bestimmung wurde der Referenzwert fur die 
Oberlebensrate der Tiere auf 60 Tage festgelegt. 



** o.S. - ursprunglicher Stamm, nicht resistent 

pH - Rubomycin-resistenter Stamm 

vcr - Vincristin-resistenter Stamm 

cPt - Cisplatin-resistenter Stamm 



Die arzneimittelresistenten Tumore wurden durch Verabreichung von 
Aszites-Zellen Leukamie P-388 erhalten, die von IVIausen, welche mit 
Rubomycin, Vincristin und Cisplatin behandelt wurden, stammen. Die 
Resistenz wurde in der 4., 6. und 8, Generation gefunden. Die 
Empfindlichkeit der resistenten Tumore wurde durch die Anwendung der 
Substanz MOC'Melphala um das 4-5-fache gesenkt. 

Wie aus den Tabellen 6 bis 8 zu entnehmen ist, wurden die 
interessantesten Resultate bei Leukamie P-388 mit multifaktorieller 
Medikamentenresistenz erzielt. Diese, auf zahlreiche Antitumormittel nur 
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schwach reagierenden Tumore, waren gegenuber dem erfindungsgemaSen 
Praparat sensibel. 

Ebenso bemerkenswert ist die WIrkung gegenuber L-1 210, da alle Tiere der 
Versuchsgruppe 60 Tage nach der Transplantation des Tumors uberlebten. 
Eine solche Oberlebensdauer entspricht ihrer volligen Aushieilung. 

Beispiel 4: Immunmodulatorische Eigenschaften der erfindungsgemalien 
Komplexe am Beispiel von (C5H702)2~Cu-C^3H^8Cl2l^202 

Die immunmodulatorischen Eigenscliaften des erfindungsgemaRen 
Konnplexes (C5H702)2-Cu-C,3H,8Cl2N202 wurden anfiand der Vermelirung der 
Antikorper-bildenden Zellen von weiBen, rasselosen Mausen (nnittleres 
Gewicht: 20 g) bestimmt. Die IVIause wurden intraperitoneal mit 2 x 10® 
Sciiaf-Erythrozyten in 0,2 ml physiologischer Kochsalzlosung immuri.isiert. 
Eine ha/be Stunde nach erfolgter Immunisierung erhielten die iVlause 0,3 
mg/kg (C5H702)2-Cu-Ci3Hi8Cl2N202 in 0,6 ml Olivenol peroral verabreicht. 
Nach 4 Tagen wurden die Tiere getotet, die Milz wurde entnommen, in 
Losungsmittel homogen suspendiert und 0,5 ml der Suspension wurden auf 
einer Petrischale mit Schaf-Erythrozyten auf einem Agar ausgestrichen. Die 
Experimente zeigten, dass (C5H702)2-Cu-C,3Hi8Cl2N202 in einer Dosierung 
von 0,3 mg/kg Korpergewicht die Anzahl der Antikorper-bildenden Zellen in 
der Milz der immunisierten Tiere erhohte. So betrug die Anzahl der 
Antikorper bildenden Zellen der Kontrollgruppe, der nur 0,6 ml Olivenol 
peroral verabreicht wurde, 76.000 ± 5.000, wahrend die Anzahl der 
Antikorper-bildenden Zellen der immunisierten Tiere 158.000 ± 7.000 
betrug. 

Beispiel 5: Toxizitatsuntersuchungen der erfindungsgemaBen Komplexe am 
Beispiel von (C5H702)2-Cu-Ci3Hi8Cl2N202 
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Die Toxizitat des erfindungsgemaSen Komplexes {C5H702)2-Cu- 
C^3^^8^^2^2^2 wurde an funf Labortierarten In verschiedenen Tests 
bestimmt. Die Resultate der Untersuchungen zeigten, dass {C5H702)2"Cu- 
C13H18CI2N2O2 in einer Dosierung von 5 mg/kg Korpergewicht keine 
schweren Veranderungen im peripharen Blutbild verursacht, keine 
pathologischen EinflQsse auf die Nieren- und Leberfunktion iiat und in den 
Organen und Geweben keine spezifischen Veranderungen hervorruft. 
Zusatzlich konnte durch die Untersuchungen gezeigt werden, dass 
(C5H702)2-Cu-C,3H,8Cl2N202 selbst bei einer langeren Verabreichungsdauer 
keine Resistenzen hervorruft- 

Beispiel 6: Antitumoraktivitat bei Melanom B-16 
Experiment I 

Nach Transplantation des Tumors Melanom B-1 6 auf Mause der Black-Linie 
(Zellsuspension mit 10 x 10® Zellen/ml) wurde MOC-Melphalan 
intraabdominal in einer Dosierung von 5 mg/kg in 0,3 ml 10 %-iger DMSO- 
Losung an den Tagen 3, 5 und 9 verabreiciit. Die Tiere wurden am 21. 
Untersuchungstag getotet und histologisch, morphologisch untersucht 
(siehe Tabelle 9). 



Tabelle 9 

Wirkung der Substanz MOC-Melphalan auf den Tumor Mefanom B 16 
Inhibierung der Tumorproliferation 



Gruppe 


Dosierung 
in mg/kg 


Zahl der 
Tiere 


Durch- 
schnittliche 
Tumor- 

masse/g 


Prozentuale 
Hemmung 


MOC-Melphalan 


5 


5 




100 


Kontrolle 




5 


3,4 





Experiment II 
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Nach Transplantation des Tumors Melanom B-1 6 auf Mause der Black-Linie 
(Zelfsuspension mit 10 x 1 0^ Zellen/ml) wurde die Substanz intraabdominal 
in einer Dosierung von 0,1 mg/Tier an den Tagen 3, 5 und 9 in der 0,3 rc\\ 
10 %-iger DMSO-Losung verabreicht. Die Tiere wurden am 16. 
Untersuchungstag getotet und histologisch, morphologisch untersucht 
{Tabelle 10, Abbildungen 1,2). Die DNS-Konzentration in den Tumorzellen 
wurde spektrophotometrisch nach der Elektrophorese bestimmt. (Tabelle 
10, Abbildung 3). 



Tabelle 10 

Wirkung der Substanz MOC-Melphalan auf den Tumor Melanom B-1 6 
Inhibierung der Tumorproliferation, Zerstorung der Tumorzell-DNS 



Gruppe 


Dosierung 
mg/Tier 


Zahl der 
Tiere 


durchschn 

Tumor- 

masse/g 


prozentuale 
Hemmung 


DNS 
mg/g 


Mitose- 
index 


MOC'Melphalan 


0,1 


6 


0,83 


78 


0,8 


0,6 


Kontrolle 




6 


3,22 




4,3 


4,2 



Beispiel 7: Aktivitat bei Sarkom S-180 
Experiment I 

Nach Transplantation des Tumors Sarkom S-180 auf weiSe rasselose 
Mause wurde den Tieren die Substanz MOC-Melphalan intraabdominal in 
einer Dosierung von 1 mg/kg in 0,3 ml 10 %-iger DMSO-Losung an den 
Tagen 3, 5 und 9 verabreicht. Die Tiere wurden am 21. Untersuchungstag 
getotet und histologisch, morphologisch untersucht (Tabelle 11). 
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Tabeile 1 1 

Wirkung der Substanz MOC-Melphalan auf den Tumor Sarkom S-180 
Inhibierung der Tumorproliferation 



Gruppe 


Dosierung 


Zahl 


durchschn. 


prozentuale 




fn mg/kg 


der 


Tumormasse/ 


Hemmung 






Tiere 


g 




MOC-Melphalan 


1 


6 




100 


Kontrolle 




6 


4,7 





Experiment li 

Nach Transplantation des Tumors Sarkom S-180 auf weiBe rasselose 
Mause wurde den Tieren MOC-Melphalan und Melphalan intraabdominal in 
einer Dosierung von 5 mg/kg In 0,3 ml 10 %-iger DMSO-Losung an den 
Tagen 3, 5, 7 und 9 verabreicht. Die Tiere wurden am 21 
Untersuchungstaig getotet und histologisch, morphologisch untersucht 
(Tabeile 12). 



Tabeile 1 2 

Wirkung der Substanz MOC-Melphalan auf den Tumor Sarkom S-180 
Inhibierung der Tumorproliferation 



Gruppe 


Dosierung 
in mg/kg 


Zahl 

der 

Tiere 


durchschn. 
Tumormasse/g 


prozentuale 
Hemmung 


MOC -Melphalan 


5 


6 




100 


Melphalan 


5 


10 


1,4 


49 


Kontrolle 




10 


2.8 





Experiment III 

Nach Transplantation des Tumors Sarkom S-180 auf weifSe rasselose 
Mause wurde den Tieren MOC-Melphalan und Melphalan intraabdominal in 
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einer Doslerung von 5 mg/kg in 0,3 ml iO %-iger DMSO-Losung an den 
Tagen 2, 4, 6, 8 und 10 verabreicht. Die Tiere wurden am 21. 
Untersuclnungstag getotet und histologisch, morpliologisch untersucht 
(Tabelle 13). 



Tabelle 1 3 

Wirkung der Substanz MOC-Melphalan auf den Tumor Sarkom S-180 
inhibierung der Tumorproliferation 



Gruppe 


Doslerung 
in mg/kg 


Zahl 

der 

Tiere 


durchschn. 
Tumormasse/g 


pro^entuaie 
Hemmung 


MOC-Melphalan 


5 


10 


2,0 ± 0,7 


49 


Meiphalan 


5 


10 


2,4 ± 1,1 


38 


Kontrolle 




20 


3,9 ± 0,5 





Beispiel 8: Wirkung am Adenokarzinom des Dunndarms (AKATON) 
Experiment I 

Nach Transplantation des Tumors AKATON auf weilSe rasselose Mause 
wurde den Tieren die Substanz MOC-Melphalan intraabdominal in einer 
Dosierung von 5 mg/kg in 0,3 ml physiologischer Losung an den Tagen 3, 
5, 7 und 9 verabreicht. Die Tiere wurden am 21 . Untersuchungstag getotet 
und histologisch, morphologisch untersucht {Tabelle 14). 
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Wirkung der Substanz MOC-Melphalan auf den Tumor AKATON 
Inhibierung der Tumorproliferation bei intraabdominaler Applikation 



Gruppe 


Dosierung 
in mg/kg 


Zahl 

der 

Tiere 


durchschn. 
Tumornnasse 


prozentuale 
Hemmung 


MOC-Melphalan 


5 


10 


0,3 


92 


Kontrolle 




10 


3,6 


■ 



Experiment II 

Nach Transplantation des Tumors. AKATON auf welBe rasselose Mause 
wurde den Tleren die Substanz MOC-MelphaJan intravenos in einer Dosis 
von 5 mg/kg in 0,3 ml physiologischer Losung an den Tagen 3, 5, 7 und 9 
verabreicht. Die Tiere wurden am 21. Untersuchungstag getotet und 
histologisch, morphologisch untersucht (Tabelle 15). 

Tabelle 15 



Wirkung der Substanz MOC-Melphalan auf den Tumor AKATON 
Inhibierung der Tumorproliferation bei intravenoser Applikation 



Gruppe 


Dosierung 


Zahl 


durchschn. 


prozentuale 




in mg/kg 


der 


Tumormasse/ 


Hemmung 






Tiere 


g 


MOC-Melphalan 


5 


6 


0,9 


80 


Kontrolle 




6 


4,4 





Experiment III 

Untersuchung zur Tumorpravention der Substanz MOC-Melphalan 
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Mausen der Balb-Linie wurde die Substanz MOC-Melphalan intravenos in 
Dosierungen von 2,5 mg/kg und 5 mg/kg in 0,3 ml physiologischer Losung 
an vier aufeinanderfolgenden Tagen (1 x toglich) verabreicht. Am Tag 5 
wurde den Tieren der Tumor AKATON implantiert. Die Tiere wurden am 
21 . Untersuchungstag getdtet und histologisch, morphologisch untersucht 
(Tabelle 16, Abbildung 6). 

Tabelle 16 

Praventive Wirkung der Substanz MOC-iVlelphaian auf den Tumor AKATON 
- Inhibierung der Tumorproliferation 



Gruppe 


Dosierung 
mg/kg 


Zahl 

der 

Tiere 


durchschn 
. Tumor- 
masse/g 


prozentuafe 

Hemmung 

des 

Tumorge- 
wichts 


durchschn. 
Tumor- 
yolum en/cm 


prozen- 
tuale 
Hemm- 
ung des 
Tumor- 
volu- 
mens 


MOC'Melphalan 


5,0 


6 


0,91 


80 


1,38 


82 


MOC-Melphalan 


2,5 


6 


2,67 


40 


4,76 


40 


Kontrolle 




6 


4,46 




7,90 





Bei'spiel 9: Bestimmung der DNA-Konzentration In Zellen von Mausen mit 
Sarkom S-180 nach Einwirkung der Substanz MOC-Melphalan 



Tumorzellen des Sarkom S-180 (20-10® Zellen/Untersuchung) wurden 40 
bzw. 60 min mit der Substanz MOC-Melphalan in einer Konzentration von 
0,05 mg/10® Zellen, be! einer Temperatur von 37 °C inkubiert (sfehe 
Tabelle 16). 



Die DNA-Konzentration wurde mit der Phenol-Chloroform-Methode nach 
MANIATIS bestimmt (Maniatis, Frin, Sambruck Methoden der genetischen 
Technologie, Molekulare Klonierung, M.: MIR, 1984, Seite 479 ff.). Nach 
der Trennung von DNA und RNA wurde eine Phorese in 2,5 %-igem 
Agarosegel durchgefuhrt (siehe Tabelle 16, Abbildung 7). Die Menge der 
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DNA wurde aus dem Verbrauch von RN-ase berechnet, d.h. die Daten 
geben die genaue Masse der DNA an. 



Tabelle 1 7 



Einfluss der Substanz MOC-Melphalan auf die DNA-Konzentration in 
Tumorzellen des Sarkom S-180 



Gruppe 


Inkubationszeit 
/min 


Dosierung 

mgno^ 
Zellen 


DNA- 

Konzentratlon 
jjg/g Zellen 


DNA- 

Konzentration/ 
Kontrolle' 


MOC-Melphalan 


40 


0,05 


530 


498 


MOC-Melphafan 


60 


0,05 


53 


50 


Kontrolle 






106 


100 



Beispiel 10: Synthese des Komplexes Cu (acac)2 Tegafur 

Der Komplex Cu(acac)2Tegafur wurde durch langsame Auskristallisation 
aus einer Chloroform-Methanol-Losung, angesauert mit Salzsaure, erhalten, 

Herstellung: 2,61 g (1 x 10*^ mol) Kupfer-Acetylacetonat CuiCgHyOa) 
warden In 50 ml gereinigtem Chloroform gelost. Die Losung hat eine 
dunkelblaue Farbe. 4 g (2 x 10*^ mol) Tegafur (N^-{2-Furanidil)-5-Flururac(l) 
warden in 50 ml Chloroform-Methanol-Losung im Verhaltnis 1 :1 gelost. Die 
erhaltenen Losungen wurden im Wasserbad bis zum Sieden erhitzt und 
unter standigem Ruhren mit Hilfe eines Magnetruhrers zusammengegeben. 
Die Losung nimmt eine leuchtend grune Farbe an. Das GlasgefaR mit der 
Losung wird an einen dunklen Platz zur langsamen Auskristallisation 
deponiert. 3 bis 4 Tage nach der vollstandigen Verdampfung des 
Losungsmittels wird der braun-grune Ruckstand mit Chloroform bis zum 
vollstandigen Auswaschen des nicht reagierten Cu{C5H702)2 und Tegafur 
gereinigt. Die zuruckgebliebenen grunen Kristalle werden an der Luft getrocknet. 
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Aufbau and Struktur: des Komplexes MOCTegafur wurden anhand der 
Methoden EPR, NMR, Elektronen- und Infrarotspektroskopie durchgefuhrt. 

Charakterisierung der Verbindung MOCTegafur 

Das Produkt stellt einen polykristallinen, metallorganischen Komplex dar, 
der eine grune Farbe besitzt. Das stochiometrische Verhaltnis 
Cu{C5H702)2:Tegafur betragt 1:1, Die Molekularmasse des Komplexes 
Cu(acac)2'Tegafur betragt 461,2 g/mol, der Komplex lost sich gut in 
Wasser, in physiologischer Losung, in Methanol^ Ethanol, DMSO und Twin- 
80, Die Verbindung ist nicht loslich in Ether und Chloroform. Die 
Schmelztemperatur der Kristalle betragt 127 °C. Die Verbindung ist an der 
Luft uber 5 Jahre stabil. 

Spektroskopische Parameter von MOCTegafur 

UV-Spektren (Losung: Methanol-Chloroform, Verhaltnis: 1:3): 
UV-VIS-Spektrum: -UV-Bereich: Intensitatslinien bei 36200 cm'^ (276 nm) 

-VIS-Bereich: charakteristischer Ubergang von dx^.y^-> 

d^y be\A = 12345 cm"^ {810 nm) 
ESR-Spektren: Methanol-Chloroform-Losung im Verhaltnis 1 :3 bei 
Raumtemperatur und Temperatur von 77 ^'K: 

g„ = 2,301, g^ = 2,05, g^ = 2,146 

A„ = 160-10'^ cm ^ Aj, = 14-10"^cm-\ = 52-10-^ cm*^ 

NMR-Spektren in deuteriertem Methanol-Chloroform (1:3): In der Tabelle 
sind die Werte der chemischen Verschiebung der Protonen im NMR- 
Spektrum des Komplexes MOCTegafur und des reinen Tegafur zum 
Vergleich (a, b, c, d, f entsprechen der Protonenlage) angegeben. 
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MOCTefagur: 




Werte der chemischen Verschiebung der Protonen bei den Substanzen 
Tegafur und MOC-Tegafur 

Tabelle 18 



Substanz 


a 


b 


c 


g 


f 


Tegafur 


7,8 


5,8 


3,7; 4,1 


2,0 




MOC-Tegafur 


7,82 


5,86 


4,15 


1,9 


11,73 



\ 

Beispiel 11: Antitumorwirkung von MOCTegafur 



Experiment I: 

48 Stunden nach der Transplantation des Tumors AKATON 
(Adenokarzinom Dunndarm) wurde den Mausen der Balb-Unie die Substanz 
MOC-Tegafur intraabdominal in 0,3 ml einer physiologischen Losung in 
einer Dosierung von 5 mg/kg Korpergewicht verabreicht. Dies erfolgte am 
3., 5., 7. und 9. Tag. Die Tiere wurden am 21 . Untersuchungstag getotet- 



wo 03/004014 



- 32 - 



PCT/EP02/07299 



Tabelle 1 9 



Einfluss der Substanzen MOCTegafur und Tegafur auf den Tumor 
AKATON (viermalige Verabreichung der Substanzen) 





Dosis 
(mg/kg) 


Anzahl 

der 

Tiere 


Tumorgewicht 

(g) 


prozentuale 
Hemmung* 


MOCTegafur 


5 


10 


0,61 


86 


Tegafur 


250 


10 


1,95 


54,5 


Tumorkontrolle 




10 


4,4 





* im Vergleich zur Kontrollgruppe 



Experiment II: 

48 Stunden nach der Transplantation des Tunnors AKATON wurde den 
Mausen der Balb-Linie die Substanz MOCTegafur intravenos in 0,3 ml 
einer physiologischen Losung verabreicht. Dies erfolgte am 3., 5., 7. und 
9. Tag. Die Tiere wurden am 21 . Untersuchungstag getotet. 

Tabelle 20 

Einfluss der Substanzen MOCTegafur und Tegafur auf den Tumor 
AKATON bei intravenoser Verabreichung (viermalige Verabreichung der 
Substanzen) 





Dosis 
(mg/kg) 


Anzahl 

der 

Tiere 


Tumorgewicht 

(g) 


prozentuale 
Hemmung* 


MOCTegafur 


5 


10 


0,86 


80 


Tegafur 


250 


10 


2,1 


51 


Tumorkontrolle 




10 


4,3 
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Experiment III: 

48 Stunden nach der Transplantation des Tumors Sarkom-180 wurde 
Mausen der Balb-Linie die Substanz MOCTegafur intraabdominal in 0,3 ml 
einer physiologischen Losung verabreicht. Die Verabreichung erfolgte am 
3., 5. und 9. Tag. Die Tiere wurden am 21. Untersuchungstag getotet. 

Tabelle 21 

Einfluss der Substanzen IVlOCTegafur und Tegafur auf den Tumor Sarkom- 
180 (dreimalige Verabreichung der Substanzen) 





Dosis 
(mg/kg) 


Anzahl 

der 

Tiere 


Tumorgewicht 

(g) 


prozentuale 
Hemmung* 


MOC-Tegafur 


3 


6 


0,43 


89 


MOCTegafur 


5 


6 


0,195 


95 


Tegafur 


250 


10 


3,1 


20,5 


Kontrolle 




6 


3,9 





* im Vergleich zur Kontrollgruppe 



Beispiel 11: Untersuchung des Einflusses von MOCTegafur auf die 
AKATON-Tumorproliferation nach der Transplantation des Tumors 



Das Praparat wurde intravenos in einer physiologischen Losung von 0,3 ml 
4 Tage hintereinander verabreicht (Tabelle 20). Danach wurde der Tumor 
AKATON transplantiert. 
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Tabelle 22 

Einfluss von MOCTegafur auf die Tumorproliferation bei den 
Untersuchungen am AKATON 





Dos'is 
(mg/kg) 


Anzahl 

der 

Tiere 


Tumor- 

gewicht 

(9) 


Prozentuale 
Hemmung 
des Tumor- 
gewlchts 


Grdfie 
des 

Tumors 
(cm^) 


Prozentuale 
Hemmung 
des Tumor- 
volumens 


MOCTegafur 


5 


6 


2,20 


50* 


3,06 


61,3* 


Kontrolle 




6 


4,46 




7,90 





* im Vergleich zur Kontrollgruppe 

Befspiel 12: Strukturmorphologische Anderungen im Tumorgewebe bei 
Mausen mit Sarkom-180 durch Einwirkung von MOCTegafur 

Geschlechtsreifen rasselosen Mausen wurde der Tumor Sarkkom-180 mit 
einem Gewicht von 20 bis 22 g transplantiert, 48 Stunden nach der 
Transplantation des Tumros Sarkom-180 wurde den Mausen die Substanz 
MOCTegafur intraabdominal in 0,9 % NaCI-Losung in einer Dosierung von 
5 mg/kg Korpergewicht verabreicht. Die Verabreichung erfolgte am 3., 5. 
und 9. Tag. 

Am 21. Tag wurden die Mause durch Dekapitation getotet und das 
Tumorgewebe fiir die histologische Untersuchung entnommen. Die 
Antitumoraktivitat von MOCTegafur wurde vorlaufig bestimmt. Die 
prozentuale Hemmung der Tumorproliferation bei dieser Untersuchung 
betrug 96,4 %. 

Die morphologische Struktur der histologischen Tumorschnitte bei den 
Tieren, die MOCTegafur erhielten, unterscheidet sich von den Tumoren 
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der Tiere in der Kontrollgruppe. Zum einen bildet sich zwischen dem 
gesuhden und Tumorgeweben eine doppelschichtige Hulle, die mit einer 
Kapsel vergleichbar ist. AuBen besteht sie aus IVIuskelfasern, im Inneren 
sind Zellen mit Membranen zu erkennen. Die Zellen sind meist oline Inhalt 
/Abbildung 8). Zweitens ist eine groSe Zahl von Hohlraumen verschiedener 
GroBen vergleichbar mit Vakuolen zu erkennen (Abbildung 9). 

Im Tumorgewebe der mit MOC behandelten Tiere sind hochdifferenzierte 
Zellen und nekrotische und postnekrotische Zonen zu beobachten, sowie 
BiutgefaBe, die eine groBe Zahl an Zeilen enthalten. Die Tumorzellen sind 
meist rund mit kleinen Kernen (1 oder 2 Kerne) und enthalten kleinkerniges, 
kleinvernetzte, diffus verteiltes Chromatin.. Wenige der groBen Blastzellen 
sehen rund aus. Das Zytoplasma, das den groBen Kern umgibt, ist nicht 
gleichmaBig verteilt. Das zahlreiche, umschlingende Chromatin konzentriert 
sich auf die Kernperipherie. Die Anzahl der mehrkernigen Zellen weist auf 
eine Sto rung der Zytokinese h/n. In den blasttransformlerten Zellen ist eine 
fruhzeitige Kondensation des Chromatins zu beobachten. 

Bei der Untersuchung wurde die Aktivitat des Tumorgewebes bei Tieren, 
die das Praparat MOC-Tegafur erhielten und bei unbehandelten Tieren in 
der Kontroile bestimmt. Es wurde die Anzahl von Mitosen und Mitoseindex 
berechnet. Die mittiere Zahl der Mitosen in der Untersuchungsgruppe 
betrug 2,55 % und in der Kontrolltiergruppe 11,2 %. Der Mitoseindex in 
diesen Tiergruppen betrug 0,9 und 4,75. Bei der Untersuchung wurde 
unter dem Mikroskop eine Zunahme der Zahl an pathologischen 
Metaphasen und Anaphasen beobachtet. 

Zusammfassend ergibt sich daraus, dassxias Praparat MOC-Tegafur eine 
groBe destruktive Veranderung im Tumorgewebe hervorruft. 

Beispiei 13: Einfluss von MOC-Melphafan und MOC-Tegafur auf den Tumor 
Melanom B-16 
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48 Stunden nach der Transplantation des Tumors Melanoms B-16 bei 
Mause der Linie Black wurden die Substanzen MOC-Melphalan und 
MOC-Tegafur in der Dosierung von 3 mg/kg Korpergewicht intraabdominal 
(im Folgenden an den Tagen: 3, 5 und 9) verabreicht. Unter 
Berucksichtigung der schlechten Wasserloslichkeit von MOC-Melphalan 
wurden es in 10 % DMSO-Losung (aufgefiillt mit 0,15 molarer NaCI) 
gelost. MOCTegafur wurde in einer physiologischen Losung verabreicht. 
Den Tieren der Kontrollgruppe wurden die Losungen ebenfalls verabreicht 
(ohne Praparate). Am 16. Tag wurden die Mause durch Dekapitation 
getotet, Tumorgewebe fur die histologische Untersuchung entnommen und 
der Tumor auf Antitumoraktivitat untersucht (Tabelle 23). Die Fixierung der 
Tumore erfolgte mit 10 %-Formalin und danach wurde eine 
Paraffineinbettung durchgefuhrt. Die Schnittdicke von 5 //m wurden mit 
Hamatoxylin-Eosinom gefarbt. Die Mikroskopie wurde mit einem Leica 
Galen-Mikroskop durchgefuhrt. 

Die Untersuchungsergebnisse dieser Verbindungen, die in der Tabelle 23 
zusammengestellt sind, deuten auf eine hohe Antitumoraktivitat hin. 



Tabelle 23 





Anzahl 

der 

Tiere 


Dosis 
mg/kg 


Tumor- 
gewicht g 


prozen- 
tuale 

Hemmung* 


Ml 

(Mitose 
-index) 


MOCTegafur 


5 


5,0 


1,13 


65,66 


0,86 


MOC-Melphalan 


5 


5 ' 


0,74 


77,71 


0,64 


Kontrolle 


5 




3,22 




4,22 



* im Vergleich zur Kontrollgruppe 



Bei der Einwirkung auf den Tumor wirken die Substanzen im 
logarithmischen Proliferationsstadium nicht nur auf die GroSe und das 
Gewicht der Tumore, sondern sie inhibieren auSerdem die Teilungsprozesse 
und die Lebensfahigkeit der Tumorzellen. 
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Bei den Tiergruppen, die die Substanzen iViOC-Melphalan und 
MOCTegafur erhielten, wurde eine Hemmung der Tumorproliferation 
beobachtet, aber auch die Anzahl der MItosezellen war geringer (Tabelle 
21). 

Morphologisch sind diese Wirkungsbesonderheiten der Verbindungen 
deutllch zu seJien. Bei der Mikrosl<opie der Tiertumore (die Tiere, die 
MOCTegafur erhalten haben (Abbildung 10)) ist eine Kapselformmierung 
zu beobachten. Innerhaib der Kapsein sind verschiedene Zelltypen 
erkennbar: zum einen epithelahnliche Zellen mit der Degradation und zum 
anderen Muskelzellen. Weiterhin ist Tumorgewebe zu erkennen. Im 
Tumorgewebe ist eine groSe Anzahl an nekrosen Zonen zu beobachten. Die 
Tumorzellen sind hochdifferenziert, mit verschiedenen Zellkernen. Das 
Chromatin ist meist groBkernig, kleinvernetzt, man kann auch Zellen mit 
viel Chromatin sehen. Die Zahl der teilbaren Zellen ist gering (Ml betragt 
0,86). 

Ein anderes Bild der morphologischen Struktur ist im Tumorgewebe bei den 
Tieren zu beobachten, die MOC-Melphalan erhalten haben (Abbildung 11). 
Die Oberschicht der Kapsel ist in diesem Fall wesentlich groBer, 
gleichartiger und besteht aus den Parenchymfettzellen. Gleichartige Zellen 
sind an der Vorgrenze vom Tumorgewebe zu erkennen. Im Zentrum des 
Tumors sind kerotische Abschnitte und Streifen zu beobachten. Man kann 
auch die Zerstorungen bei den Interzellkontakten sehen. Die Tumorzellen 
haben meist wenig Zytoplasma, die Kerne sind verzerrt und enthalten ein 
korniges Chromatin. Die Zahl der teilbaren Zellen ist gering, Man erkennt 
eine kleine Zahl mit grofSen transformierten Kernen. Im Tumorgewebe sind 
auch alveolare Strukturen vorhanden, die sich aus den antitypischen 
melanoblastomen-epithelahnlichen Typen formieren. 

Bei den Tiertumoren der Kontrollgruppe bleibt die Kapselbildung aus 
(Abbildung 12). Die AuSenschicht besteht aus Muskelbundein, die sich in 
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der Mehrzahl im Tumorgewebe befinden. Die meisten aktiv teilbaren 
Tumorzellen zeigen uberwiegend einen normalen MItoseverlauf. Die Kerne 
sind groB und enthalten verschiedenartlges Chromatin. Kleine nekrotische 
Zellen trifft man selten. 

Die vergleichende Analyse der morphologischen Bilder der drei Tiergruppen 
lasst darauf schlielSen, dass die erfindunsgemafSen Komplexe uber eine 
gezielte Wirkung auf die Tumorgewebe verfugen. Trotz der Unterschiede in 
der morphologischen Struktur, der Einwirkungstendenz der Praparate auf 
die Tumordegradation ist folgendes Gleich: Verkapselung, wesentliche 
Degradation des Chromatins, Gewebeaufteilung, Senkung der proliferativen 
Zellaktivitat. 

Beispiel 14: Ein wirkung auf Zellkulturen 

Es wurde die Wirkung der erfindungsgemaSen Substanzen MOC-Melphalan 
und MOC-Tegafur auf die proliferative Aktivitat, Morphologie und 
Proteinsynthese an den Tumorzellkulturen (KML) untersucht. Dies erfolgte 
bei den aus der Linie Melanom-16 ausgesonderten Mausen. 80.000 
Zellen/ml wurden in 3 ml DMEM mit dem Zusatz von embryonalem 
Kaiberserum, 200 ///mol des Glutamine und Antibiotikum, verteilt, Nach der 
Zellkultivierung von 24 Stunden bei einer Temperatur von 37 °C 
(Logarithmische Zellen-Wachstums-Phase) wurden die MOC-Substanzen in 
der Konzentration von 10 und 100 /jg/m\ zugegeben. Nach der 24- 
stundigen Inkubation wurde die Zahl der lebendigen Zellen bestimmt. 
Parallel wurden die fixierten Praparate der Zellen fur die morphologische 
Analyse vorbereitet. 

Alia zwei MOC-Substanzen in der Konzentration von 100 A/g/mi rufen die 
Unterdruckung des Tumorwachstums (Tabelle 24) und ein weiteres 
Absterben der Tumorzellen hervor. 
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Tabelle 24 



Untersuchungen zur Zellproliferationsunterdriickung durch Einwirkung von 
MOCTegafur und MOC-Melphalan 





Dosis (//g/ml) 


Unterdruckung* der 






Wachstumszellen {%) 


MOCTegafur 


100 


100 




10 


32 


MOC-Melphalan 


100 


95 




10 


30 • 



* im Vergleich zur Tumorkontrolle 



Die morphologische Analyse hat gezeigt, dass bei der Dosierung von 10 
//g/ml MOCTegafur eine Ansammlung von Hyperchromie- und 
pyknotischen Zellen hervorruft. MOC-Melphalan fiihrt zu der Zellenbildung 
mit Zytop/asma, ahn/ich einer Vakuole. 

Die Wirkung der Substanzen auf die Proteinsynthese bestimmt man mit 
Hilfe des Unterdruckung'sstadiums durch den Einschluss der radioaktiven 
Prakursoren der Aminosauren (summierte Mischung ^H-Aminsauren). Dafiir 
wurden 1 Million Zellen, die sich in einer "log-Phase" befinden, ausgewahlt. 
In die 10 ml Flaschen wurden die Komplexe in der Dosierung von 50 jc/g/ml 
und parallel die AminosSuren mit einer Aktivitat von 1 0 mCj/ml eingetragen. 
Nach der 24-stundlgen Inkubation wurden die Zellen von dem 
Kultivierungsnahrboden ausgewaschen und eine Lysis (Auflosung) 
durchgefuhrt. Die Radioaktivitat der Proteine wurde mit dem Zellzahlgerat 
bestimmt (Tabelle 25). 
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Tabelle 25 

Wirkung von MOCTegafur und MOC-Tegafur auf die Proteinbiosynthese 





Dosis (/yg/ml) 


Unterdruckung des 
Aminosaureein- 
schlusses {%) 


MOC-Tegafur 


50 


77 


MOC-Melphalan 


50 


59 



* im Vergleich zur Kontrolle (Tumorzellkulturen) 



Die Senkung der Proteinsynthese in den Zellen bei den untersuchten 
Gruppen wurde Im Vergleich zu der Kontrollgruppe der Zellen bestimmt. 
Wie aus Tabelle 25 ersichtlich \st, inhibiert besonders MOC-Tegafur die 
Proteinbiosynthese. 

Die Einwirkung der MOC-Substanzen auf die Tumorzellkulturen mit 
Melanom B-1 6 fuhrt zur Anderung der morphologischen Struktur, Senkung 
der proliferativen Aktivltat und Inhibierung der Proteinsynthese. Diese wird 
durch die Untersuchungsergebnisse bestatigt, die zuvor durch Einwirkung 
der Komplexe auf den Tumor B-16 bei den Mausen erhalten wurden. 

Beispiel 15: Pharmakokinetik der Speicherung von MOC-Praparaten in den 
Geweben des Organismus 

Die Chemotumortherapie verlangt eine selektive Wirkung von 
Antlkrebspraparaten. Zu der Selektivitat kann sle Speicherungsfahigkeit der 
Praparate im Tumorgewebe gerechnet werden. Fur die Bestimmung wurden 
speziell markierte ^H-Cu(acac)2 mit Tegafur synthetisiert. Das markierte 
Praparat wurde sorgfaltig mit Hilfe eines Chromatograpfen von 
Begleitstoffen gesaubert. Die gesamte Radioaktivitat des ^H-Cu(acac)2Ft 
betragt 0,16 Mikroeinheiten. 
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Die Verteilung und Speicherung des gekennzeichneten Kompiexes in den 
Organen und Geweben wurde an Mausen mit transplantiertem AKATON 
(Diinndarmkrebs) untersucht. Das Praparat wurde in einer Dosierung von 
1 .200.000 Impulsen pro Minute am 1 3. Tag nach der Tumortransplantation 
verabreicht. Es wurden drei Gruppen von Mausen von je 5 Stucic gebildet. 
Die Tiere wurden 30, 60 und 180 Minuten nach der Praparat- 
Verabreichung getotet und anhand der radioaktiven Impulse mit einem 
Zahler wurden die Organe untersucht ()ff-Szintigraphie). Die Ergebnisse sind 
in Tabelle 26 dargestellt. 

Tabelle 26 

Speicherungsverlauf des ^H-Cu(acac)2*Tegafur in Organen und Geweben 
bei den untersuchten M§usen (Impulsanzahl pro Minute) 



Organe 


30 nnin 


60 min 


1 80 min 


Gehirn 


600 


1200 


500 


Herz 


Spuren 


Spuren 




Lunge 


2300 


2800 


3000 


Leber 


1700 


3550 


4000 


Niere 


Spuren 


Spuren 


1200 


Dunndarm 


Spuren 


Spuren 


3200 


Milz 


1400 


1200 


1900 


Blut 


3300 


4700 


1200 


Tumor 


1200 


1800 


1 2.000 



Die maximale Speicherung des Praparates wird im Tumor beobachtet, dies 
belegt einen gezieiten Transport im Organismus. 
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Anspruche 

1 . Komplex der allgemeinen Formel 

D2 - M - T, 

wobei 

D ein )ff-Diketon darstellt, 

M ein Metallatom, ausgewahit aus der Gruppe, bestehend aus 
Cr, Cu, Mn, Fe, Ni, Co, Zn und Mo darstellt, 

T eine Substanz mit mindestens einer O- oder S- 

enthaltenden Gruppe darstellt und 

wobei M mit T in einer Elektronen-Donor-Akzeptor-Wechselwirkung 

steht und M im Komplex eine freie Koordinationsstelle aufweist. 

2. Komplex nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass D ausgewalilt ist aus Acetylaceton und dessen hoheren 
Alkylanalogen, Dibenzoylmethan und Diethyldithiocarbamin. 

3. Komplex nach Ansprucli 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass T eine Substanz mit mindestens einer NHj-/ NH-, O- oder S- 
Gruppe ist. 

4. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass T eine Substanz, ausgewahit aus der Gruppe, bestehend aus 
2,4-Dihydroxy-5-fluorpyrimidin, 5-Fluor-1-(tetrahydro-2-furyl)-uracil 
(Tegafur), 2-[Bis-(2-chlorethyl)-aminol-tetrahydro-2H-1 ,3,2- 
oxazephosphorin-2-oxid, 1 ,2-lmidopropylsaureamid, 2- 
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Hydroxymethyl-5-hydroxy-K-pyrone, 2,4,6-Trimethylpyridin, 2,4,6- 
Tri-2-pyridyI-1 ,3,5-triazin, 4-[Bis-(2-chIorethyl)-amino]-L- 
phenylalanin, 2-(3-Pyridyl)-piperidin, 2-2'-Bipyridin, 2-Methyl-(5- 
trimethyl-butyl- 1 -il-ol-3)-pyrid{n, 2-Methyl-(3-dfmethyl-amino- 1 - 
propinyD-pyridin und 2-Methyl-5-ethylen-pyridin, ist. 

5. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass D Acetylaceton, M Cu und T eine Substanz, ausgewahit aus 
der Gruppe, bestehend aus 2,4-Dihydroxy-5-fluorpyrimidin, 5-Fluor- 
1 -(tetrahydro-2-f uryD-uracil (Tegafur), 2-[Bis-(2-chlorethyl)-amino]- 
tetrahydro-2H-1,3,2-oxa2ephosphorin-2-oxid, 1 ,2- 
Imidopropylsaureamid, 2-Hydroxyrnethyl-5.-hydroxy-K-pyrone, 2, 4, 6- 
Trimethylpyridin, 2,4,6-Tri-2-pyridyl-l.,3,5-triazln, 4-IBis-(2- 
chlorethyl)-amino]-L-phenylalanin, 2-(3-Pyridyl)-piperidin, 2-2'- 
Bipyridin, 2-Methyl-(5-trimethyl-buty!-1 -il-oI-3)-pyridin, 2-Methyl-(3- 
dimethyl-amino-1 -propinyD-pyridin und 2-Methyl-5-ethylen-pyridin, 
ist. 

6. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass D Acetylaceton, M Mn und T eine Substanz, ausgewahit aus 
der Gruppe, bestehend aus 2,4,6-Trimethylpyridin, 2,4,6-Tri-2- 
pyridyl-1 ,3,5-tria2in, 2-2'-Bipyridin, 2-{3-Pyridyl)-piperidln, 1 ,2- 
Imidopropylsaureamid und 4-[Bis-(2-chlorethyl)-amino]-L- 
phenylaianin, ist. 

7. Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 
dass er eine Antitumorwirksamkeit aufweist. 
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8. Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend mindestens einen 
Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 7. 

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 8 zur 
5 Behandlung von Tumoren. 



10. Verwendung eines Komplexes nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 
Behandlung von Tumoren. 



10 
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GE ANDCRTE ANSPROCHE 

[beim Intemationaien Buro am 03 Dezember 2002 (03.12.02) eingegangen; 
urspningliche Anspruche I -10 durch; neue Anspiiiche 1-9 ersetzt (3 Sehen)] 



1 . Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend mindestens einen 
Komplex der allgemeinen Formel 

D2 - M - T, 

worin 

D ein >9-Diketon darstellt, 

M ein Metallatom, ausgewahit aus der Gruppe, bestehend aus Cr, 

Cu, Mn, Fe, Ni, Co, Zn und Mo darstellt, 
T eine Substanz mit mindestens einer O- oder S-enthaltenden 

Gruppe darstellt und 
wobei M mit T in einer Elektronen-Donor-Akzeptor-Wechselwirkung 
steht und M im Komplex eine freie Koordinationsstelle aufweist. 

2. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass D ausgewahit ist aus Acetylaceton, Dibenzoylmethan und 
Diethyldithiocarbamin. 

3. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass T eine Substanz mit mindestens einer NHj-, N-, O- oder S- 
Gruppe ist. 



4. 



Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 

GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 
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dadurch gekennzeichnet, 

dass T eine Substanz, ausgewahit aus der Gruppe, bestehend aus 2,4- 
Dihydroxy-5-fluorpyrimidin, 5-Fluor-1 -(tetrahydro-2-furyl)- 
uracil, 2-[Bis-{2-chlorethyl)-amino]-tetrahydro-2H-1 ,3,2- 
oxazephosphorin-2-oxid, 1 ,2-lmidopropylsaureamid, 2-Hydroxymethyl- 
5-hydroxy-K-pyrone, 2,4,6-Trimethylpyridin, 2,4,6-Tri-2-pyridyl-1 ,3,5- 
triazin, 4-[Bis-(2-chlorethyl)-ammo]-L-phenylalanin, 2-(3-Pyndyl)- 
piperidin,2-2'-Bipyridin,2-Methyl-(5-trlmethyl-butyl-1-il-ol-3)-pyridin,2- 
Methyl-(3-dimethyl-amino-1 -prQpinyl)-pyridin und 2-Methyl-5-ethylen- 
pyridln, ist. 

5. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 
4, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass D Acetylaceton, M Cu und T eine Substanz, ausgewahit aus der 
Gruppe, bestehend aus 2,4-Dihydroxy-5-fluorpyrimidin, 5-Fluor-1- 
{tetrahydro-2-furyl)-uracil, 2-[Bis-{2-chlorethyl)-amino]-tetrahydro-2H- 
1 ,3,2-oxazephosphorin-2-oxid, 1 ,2-lnnidopropylsaureamid, 2- 
Hydroxymethyl-5-hydroxy-K-pyrone, 2,4,6-Trimethylpyridin, 2,4,6-Tri- 
2-pyridyl-l ,3,5-triazin, 4-[Bis-{2-chlorethyl)-amino]-L-phenylalanin, 2-(3- 
PyridyD-piperidin, 2-2'-Bipyridin, 2-Methyl-(5-trimethyl-butyl-1 -il-ol-3)- 
pyridin,2-Methyl-{3-dimethyl-arnino-1-propinyl)-pyridinund2-Methyl-5- 
ethylen-pyridin, ist. 

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 
4, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass D Acetylaceton, M Mn und T eine Substanz, ausgewahit aus der 
Gruppe, bestehend aus 2,4,6-Trimethylpyridin, 2,4,6-Tri-2-pyridyl- 
1 ,3,5-triazin, 2-2'-Bipyridin, 2-{3-Pyridyl)-piperidin, 1 ,2- 
Imidopropylsaureamid und 4-IBis-(2-chlorethyl)-amino]-L-phenylalanin, 
ist- 



GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 
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7- Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 
6, 

dadurch gekennzeichnet, 
dass er eine Antitumorwirksamkeit aufweist. 

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 7 
zur Behandlung von Tumoren. 

9. Verwendung eines Komplexes nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur 
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung 
von Tumoren. 



GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 
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Abb. 1 
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Abb. 2 
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Abb. 3 
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Abb. 4 
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Abb. 5 
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Abb. 6 
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Abb. 7 
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Abb. 8 
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Abb. 9 
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Abb. 10 
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(III)" 

CHEMISTRY LETTERS, CHEMICAL SOCIETY OF 
JAPAN, TOKYO, JP, 

no. 8, 1997, pages 711-712, XP001106300 
the whole document 

WO 90 06749 A (BYK GULDEN LOMBERG 
CHEMISCHE FABRIK GMBH) 
28 June 1990 (1990-06-28) 
the whole document 
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Form PCT/ISA/210 (oonllnuakion ol saecyid cheat) (July 1092} 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



EP02/07299 



Continuation of L2 
Claims: 1 -3 (all in part) 



The search initially yielded a very large number of documents detrimental to 
novelty. This number is so large that it becomes impossible to determine a 
subject matter in any of the claims for which protection might justifiably be 
sought (PCT Article 6). For these reasons a meaningful search covering the 
full range of the application appears impossible. The search was therefore 
limited to the subject matter of Claims 4-6 and to the use of the compounds 
(Claim 10). 

Furtheremore, the subject of Claim 2 is inconsistent with that of Claim 1 
because the definition of D as diethyldithiocarbamine is not encompassed by 
the definition given in Claim 1 (beta-diketone). Compounds in which D is 
diethyldithiocarbamine were therefore not searched. 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions 
in respect of which no intemational search report has been established need 
not be the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 
66.1(e)). In its capacity as Intemational Preliminary Examining Authority 
the EPO generally will not carry out a preliminary examination for subjects 
that have not been searched. This also applies to cases where the claims 
were amended after receipt of the intemational search report (PCT Article 
1 9) or where the applicant submits new claims in the course of the procedure 
under PCT Chapter II. 



INTERmprONAL SEARCH REPORT 

^mnrnmUon on patent family members 



lal Appllcatton No 

7EP 02/07299 
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Foim PCT/ISA/210 (patent famOy annex) (July 1092) 



JIONAL SEARCH REPORT 

'^normatlon on patent family members 



lal Application No 

7eP 02/07299 



Patent document 
dted In search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(8) 



Publication 
date 



WO 9006749 



DE 


3048109 


Al 


08-07-1982 


DE 


3115919 
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11-11-1982 
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3134711 
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AT 
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Form PCT/ISA/210 (patent f ami V annax) (July 1982) 



INTERNATI 



LER RECHERCHENBERICHT 



ales Akteraelohmi 

PCT/EP 02/07299 



IPK 7 A61K31/28 A61K31/30 A61K31/315 A61K31/295 
C07F3/06 C07F15/04 C07F15/06 C07F15/02 
C07F11/00 

Nach (tor intemaaonalen PateirtMassltaadlon (IPK) oder nach der ncaionalen WaaslBteMon und der IPK 



C07F1/08 

C07F13/00 



^. RECHERCHEfn-EGEBieTe 



RedierchtenerMiRdeslprObtoff (KtassifikaUans^einundKiassnkaaons^inbole) 

IPK 7 A61K C07F 



Recheichleite aber ntcht zum MlndsstprOfston gehOiende VerOrrenlllchungen. sowelt diese unler dte recheichlerten Qeblete fallen 



wahrend der htematlonalen Recherche konsultlarte eleklronlsche Datenbank CName der Dalenbank und evil, varwendete SuchtegrMB) 

CHEM ABS Data, EPO-Internal 



C. AtS WESENTLICH ANGE8EHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bezelchnung dar Vei6nantlkAiung, soweB arlordeif ch unler Angabe der In Babacht kommenden TeOe 



Betr. Anspruch Nr. 



US 6 110 529 A (VAARTSTRA BRIAN A 
29. August 2000.(2000-08-29) 
AnsprQche 



ET AL) 



TEMBE 6 L ET AL: "Manganese(II) 
beta-diketonate catalysed oxidation of 
cyclohexane by tert-butyl hydroperoxide" 
REACTION KINETICS AND CATALYSIS LETTERS, 
ELSEVIER, AMSTERDAM, NL, 
Bd. 63, Nr. 2, 1998, Seiten 385-389, 
XP001106905 
ISSN: 0133-1736 
Tabelle 1 

US 5 225 561 A (BROUN DUNCAN W ET AL) 
6. Juli 1993 (1993-07-06) 
Tabellen V,VI 

~~ -/- 



1-3,7-9 
1-3.7-9 



1-4,7-9 



Weitere Vet 5ffentKcluingen eind der Fortsetzung von f eld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang PatentEamtUe 



" Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentllchungen : 
'A" VerdffenHlchung, die den allgemeinen Stand derTechnlkdefinlert, 

aber nlcht a!s faesonders bedeutsam anzusehen 1st 
'E' afteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Intemattonalen 

AnmeldedahJm veroffentllcht worden 1st 
•L' VerSffentllchung, die geefgnet (st, elnen Priorilatsanspruch jwelfelhafl er- 

scheinen zu lassen. oder durch die das VerdfTentllchungsdatum einer . 

anderen \m RecherchenbertcM genannten VerSffentUchung belegt werden 

soli Oder die aus elnem anderen besonderen Grund angegeben (st (w!e 

ausgefOhrt) 

•O' Veroffenlllchung, die sich auf e!ne mOndllche Offenbarung, 

elne Benutzung, etna Ausstellung oder andere IVlaBnahmen bezieht 

'P' Verdffentlic^ung, die vordemintematlonalen Anmeldedalum, abornach 
dem beanspruchten PrtorltatsdatumverQffe.nlSch! worden Is* 



•T" Spatere VerfiffenlHchung, die nach dem internallonalen Anmeldedalum 
Oder dem Piiorttiisdatum verdffentllcht worden isl und mtt der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nurzum Veratfindnlsdesdar 
Erflndung zugrundellegenden Prlnzlps oder der Ihr zugrundaHegenden 
Theorle angegeben ist 

•X" Verflftenlllchung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erflndung 
kann allein aufgrund dieser VeroffentDchung nicht als neu oder auf 
erflndertscherTatlgkeit beruhend belrachtet werden 

■V Verdffeninchung von besonderer Bedeutung; die beansprudhte Erflndung 
kann nlcht als auf erflnderbcher Tmigkelt beruhend betrachtet 
werden. wenn die VerOtfentBchung mil elner oder mehreren anderen 
Vertjffentllchungen dieser Kategorie in Verblndung gebracht wird und 
diese Verblndung fOr elnen Facnmann nahellegend 1st 

•&' Veraftenllichung. die Mltglled derselben Patentfanr«B8 Ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



24. Oktober 2002 



Absendedalum des intemationalen RecherchenbeHchts 



12/11/2002 



IMame und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbeh5rde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5618 Palentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswljk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



BevoUmachtigter Bediensteter 

Elliott, A 



FofmblatI PCT/iSA/210 (Blatt 2) (JuQ 1992) 



INTERNATI 




LER RECHERCHENBERICHT 



ales Aktenzelchen 



PCT/EP 02/07299 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategoife" Bezeichnung der Verdffentlichung, sowett erfordeiUch unter Angabe der in Betracht kommanden Telle 



Betr. Anspnjch Hr, 



NATARAJAN C ET AL: "Synthesis, spectral 
studies and reactivity of n1ckel(II), 
copper(II) and zlnc(II) mixed llgand 
complexes with 2-f ormyl , 2-acetyl and 
2-benzoyl- cyclohexanones and 
acetyl acetone" 

SYNTHESIS AND. REACTIVITY IN INORGANIC AND 
METALLORfiANIC CHEMISTRY, MARCEL DEKKER 
INCORPORATED. NEW YORK, US, 
Bd. 22, Nr. 6, 1992, Selten 827-849, 
XP001106127 
nSN: 0094-5714 
Tabelle 1 

BENNETT, ALISON M. A. ET AL: "The IR and 
proton, carbon-13 NMR spectra of the 
nlckel(II), copper (II) and zinc(II) 
complexes of 2,4-pentanedlone, 
4-1mino-2-pentanone, 4-th1 oxo-2-pentanone 
and 2,4-pentanedithion6: a comparative^, 
study" 

POLYHEDRON', PERGAMON PRESS, OXFORD, GB, 
Bd. 8, Nr. 18, 1989, Selten 2305-2311. 
XP001106503 - — 

ISSN: 0277-5387 
Zn(acac)2(H20) 

US 4 814 391 A (COLBORN ROBERT E) 
21. Marz 1989 (1989-03-21) 
Bei spiel 1 

SUCH K P ET AL: "E.P.R. of Mn(2+) in 
acetyl acetonates" 
MOLECULAR PHYSICS. LONDON. GB, 
Bd. 60, Nr. 3, 1987, Seiten 553-560, 
XP001106702 
Tabelle 1 

KIRSTE, BURKHARD ET AL: "ENDOR study of 
bis( acetyl acetonato) copper (II) in solid 
solution" 

JOURNAL OF PHYSICAL CHEMISTRY, AMERICAN 
CHEMICAL SOCIETY, US, 

Bd. 87, Nr. 5, 3. Marz 1983 (1983-03-03), 
Seiten 781-788, XP001105567 
ISSN: 0022-3654 
Zusammenfassung 



1-3,7-9 



1-3,7-9 



1-3,7-9 



1-3,7-9 



1-3,7-9 



FoimUatt PCT/ISAOIO (Fortsetzung von eiett 2) (Jull 1992) 



INTERNATI 




LER RECHERCHENBERICHT 



^^HT ales Akienzeienen 
rcVEP 02/07299 



C^ortseUimg) ALS WESENTLICH ANSESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegolie* BezelchnungderVer6HenUlchung, sowetterfdidBrtfch unter AngebedsrhBetrecMtoiranenctenTeila 



Betr. Anspiuch Nr. 



DATABASE CA 'Online! 

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 

OHIO, US; 

BOGUSLAVSKII,. E. G. ET AL: "ESR study of 

copper (II) complexes with substituted 

thioureas" 

retrieved from STN 

Database accession no. 94:40629 

XP002218071 

Zusammenfassung 

-& IZVESTIJA SIBIRSKOGO OTDELENIJA 
AKADEMII NAUK SSSR, SERIOA CHIMICESKICH 
NAUK, 

Nr. 5, 1980, Selten 50-53, XPOOl 106290 
ISSN: 0002-3426 

PETTY,- RANDALL H. ET AL: "Cytochrome 
oxidase models. 2. .mu.-Bipyr1m1dyl 
mixed-metal complexes as synthetic models 
for the Iron/ copper b1 nuclear active site 
of cytochrome oxidase" 

JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, 
AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, US, 
Bd. 102, Nr. 2, 

16. Januar 1980 (1980-01-16), Selten 

611-620, XP002218070 

ISSN: 0002-7863 

Se.lte 613, Spalte 1, Zeile 12 

MAROV, I. N. ET AL: "EPR Study of the 
formation of adducts of copper (II) 
chelates with organic bases" 
RUSSIAN JOURNAL OF INORGANIC CHEMISTRY, 
CONSULTANTS BUREAU, US, 
Bd. 23, Nr. 10, 1978, Set ten 1495-1501, 
XP001106118 
ISSN: 1070-4280 
Abblldung 4 

HAIDER, S. Z. ET AL: "Copper complexes of 
the derivatives of 2,4-pentanedione" 
JOURNAL OF THE BANGLADESH ACADEMY OF 
SCIENCES, 

Bd. 1, Nr. 2, 1977, Selten 53-62, 
XPOOl 105570 
ISSN: 0378-8121 
Tabelle 1 

-/-- 



1,3.7-9 



1-3,7-9 



1-3,7-9 



1-3,7-9 



Pofmfalatt PCryiSAGIO (Poriselzung von BlaM 2) (JuD 10S2) 



INTERNATI 



LER RECHERCHENBERICHT 



I^^H ales Aktenalehen 

PCT/EP 02/07299 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAQEN 



KategDiie° Bezeichnung der Verdnentllchung. soweit erforderilch unter Angabe der In BetracM tommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



KWIATKOWSKI, EDMUND: "Calculation of 
formation constants for 1:1 complexes from 
spectrophotometric data" 
JOURNAL OF INORGANIC AND NUCLEAR 
CHEMISTRY, PERGAMON PRESS LIMITED, OXFORD, 
GB, 

Bd. 39, Nr. 9, 1977, Selten 1611-1613, 
XPOOl 106399 
Tabellen 1,3 

LODZINSKA, ALICJA ET AL: "X-ray and 

luminescence spectral Investigation of 

chelates of zincdl) and some other 

transition metals with. beta. -diketones of 

the R-C0-CH2-C0-R' type" 

ROCZNIKI CHEMII, ANNALES SOCIETATIS 

CHEMICAE POLONORUM, 

Bd. 51, Nr. 3, 1977, Selten 425-432, 

XPG01117460 

Seite 431, Zeile 9 

OD 121 525 A (WAI6LINGER) 
5. August 1976 (1976-08-05) 
Tabelle 1 

TAMURA, HIROSHI ET AL: "DNA binding and 
cleaving activity of antitumor metal 
complex: sodium 

trans-dl n1 trobi s ( 2 ,4-pentaned1 onato)cobal t 

(HI)" 

CHEMISTRY LETTERS, CHEMICAL SOCIETY OF 
JAPAN, TOKYO, JP, 

Nr. 8, 1997, Selten 711-712, XP001106300 
das ganze Dokument 

WO 90 06749 A (BYK GULDEN LOMBERG 
CHENISCHE FABRIK GMBH) 
28. Juni 1990 (1990-06-28) 
das ganze Dokument 



1-3,7-9 
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Fonnbtatt PCT/lSA/210 (Fbrtsatzung von Blatt 2) (JuQ 1892) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



liiJHKnales Aktenzetchen 
PCT/EP 02/07299 



Feld I Bemerkungen zu den Anspiuchen, die sich als nicht recherchierbar eiwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikef 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fOr bestfmmfB AnsprClche kein Rechenshenberfcht erstellt: 

1, AnsprOche Nr. - * 

' — * well 8ie slch auf GegenstSnde beziehen, zu deren Recherche die Behfirde nlcht verpflichtet let. n&nllch 



2. H AnspracheNr. 1-3 (alle tellwelse) 

— well sle slch auf Telle der Internatlonalen AnmeWung beziehen, die den vorgeschrlebenen Anforderungen eo wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internationate Recherche nicht durchgefOhrt warden kann, ndmiich 

s1ehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. I I AnsprOche Nr. 

— well es slch dabei urn abhanglge AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt slnd. 



Feld l( Bemerkungen bei mangefnder Einheltlichkeit der Erfmdung (Fortsetzurtg von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale BecherchenbehOrde hat festgestellt, da3 cfiese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthSIt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderltehen zusStzIichen RecherchengebOhren rechtzeltig entrichtet hat. erstreckt slch dieser 
I — I Internationale Recherchenberlcht auf aUe recherchlerbaren AnsprOche. 



□ Da IQr alle recherchlerbaren AnsprOche die Recherche ohne eineh Arbeltsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der elne 
zusdtzllche RecherchengebOhr gerechtfertlgt hfltte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen QebOhr aufgefordert 



3. I I Da der Anmelder nur einlge der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt slch .dieser 
^ — I Internationale Recherchenberlcht nur auf die AnsprOche, f Or die GebOhren entrichtet worden slnd, namllch auf die 
AnsprOche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderlichen zus^tzlichen RecherchengebOhren nlcht rechtzeltig entrichtet. Der Internationale Recher- 
— chenberlcht beschrankt sich daher auf die in den Ansprflchen zuerst erwSUinte Erflndung; dlese Ist In folgenden AnspiOChen er- 
faBt: 



Bemerlcungen hInslchtUch eines Widerspruchs |^ Die zusStzilchen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit. 

I I Die Zahlung zusaizilcher RecherchengebOhren erfdigle ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/lSA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 




INTERNATK 



LER RECHERCHENBERICHT 



IntematlonaJesAktenzeichenPCTyEP 02 >07299 



WEiTERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 

AnsprQche Nr.: 1-3 (alle tellwelse) 



Die Recherche ergab In ihrer Anfangsphase e1ne sehr groBe Zahl 
neuheitsschadllcher Dokumente. Diese Zahl 1st so groB, daS sich unmogllch 
feststellen lasst, fur was 1n der Gesamthelt der PatentansprQche 
eventuell nach zu Recht Schutz begehrt werden konnte (Art. 6 PCT). Aus 
diesen GrQnden erscheint eine s Inn voile Recherche Qber den gesamten 
Bereich der PatentansprQche unmogllch. Die Recherche wurde daher 
beschrankt auf den Gegenstand der AnsprQche 4-6 sowie auf die Verwendung 
der Verblndungen (Anspruch 10). 

Des weiteren 1st der Gegenstand des Anspruchs 2 nicht 1m Einklang m1t dem 
des Anspruchs 1, da die Definition fur D = D1 ethyl dithiocarbamin nicht 
unter den Umfang der In Anspruch 1 fur D angegebenen Definition 
(=beta-D1keton) fallt. Verblndungen m1t D = Diethyl dithiocarbamin wurden 
daher nicht recherchlert. " " 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daS PatentansprQche, Oder Telle von 
PatentansprQchen, auf Erflndungen, fQr die kein Internationaler 
Recherchenberlcht erstellt wurde, normal erwelse nicht Gegenstand einer 
Internatlonalen vorlauflgen PrQfung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internatlonalen vorlauflgen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfQhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fQr den Fall, daB die PatentansprQche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art, 19 PCT); oder 
fur den Fall, daB der Anmelder 1m Zuge des Verfahrens gemaB Kapltel II 
PCT neue PatentansprQche vorlegt. 



INTERNATIONAf^p^ECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Ver&ffentllchungen. dte zur selben PatentramlUe gehOren 



lies Aktenzefchen 
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